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1 Induction of depressive-like behavior by intranigral 6-OHDA is directly 
correlated with deficits in striatal dopamine and hippocampal serotonin 
 







Depressão é um distúrbio psiquiátrico frequente em pacientes com doença de 
Parkinson (DP), cuja causa ainda não foi elucidada. A hipótese da 
neurodegeneração crônica natural da DP defende que a redução de 
monoaminas, como a dopamina (DA), a serotonina (5-HT) e a noradrenalina 
(NA) é a causa da depressão. No entanto novas evidências sugerem que a 
inflamação crônica pode ser um dos processos patológicos causadores da 
depressão. Consideramos a hipótese de que a neuroinflamação esteja 
relacionada com o comportamento tipo depressivo observado nos modelos 
animais da DP, através da alteração do sistema serotonérgico. Desta forma, o 
objetivo deste trabalho foi investigar a participação do sistema serotonérgico na 
depressão associada ao modelo animal da DP utilizando a 6-OHDA assim 
como avaliar o efeito antidepressivo dos anti-inflamatórios não esteroidais 
(AINEs), piroxicam e celecoxibe. Para este estudo foram utilizados ratos Wistar 
machos, de aproximadamente 3 meses de idade, pesando entre 280 a 300 g. 
O trabalho foi dividido em 5 experimento, sendo eles: 1) caracterização da 
depressão no modelo animal da DP induzido pela 6-OHDA, 2) reversão do 
comportamento tipo-depressivo e envolvimento do sistema 5-HT, 3) avaliação 
do efeito antidepressivo de drogas anti-inflamatórias, 4) avaliação do efeito 
antidepressivo do piroxicam na depressão no modelo animal da DP - 6-OHDA 
e 5) envolvimento do sistema serotonérgico no efeito antidepressivo do 
piroxicam. Os resultados deste estudo demonstraram que o modelo animal da 
DP 6-OHDA foi capaz de produzir comportamento tipo depressivo em ratos e 
promover déficits de DA no estriado e 5-HT e NA no hipocampo. Estes 
comportamentos tipo depressivos e a redução dos níveis hipocampais de 5-HT 
foram revertidos com o tratamento prolongado de drogas antidepressivas, 
sertralina, venlafaxina e nortriptilina tal como o l-triptofano (precursor da 5-HT). 
O terceiro experimento demonstrou que o tratamento agudo e prolongado de 
piroxicam e celecoxibe exerceram efeitos antidepressivos nos teste de natação 
forçada (NF) e no modelo de depressão do estresse crônico moderado (CMS), 
respectivamente. Quando administrado a animais lesados com 6-OHDA por 21 
dias o piroxicam foi capaz de impedir o aparecimento do comportamento tipo 
depressivo nos testes de NF e de preferência por sacarose assim como a 
redução de 5-HT hipocampal. O efeito antidepressivo do piroxicam, 
administrado agudamente, foi bloqueado pelo pizotifeno um antagonista não 
seletivo de 5-HT. Em conclusão, demonstramos que a depressão esta presente 
no modelo animal da DP 6-OHDA, podendo ser revertida tanto com drogas 
antidepressivas ou l-triptofano quanto por AINEs. Desta forma, sugerimos que 
a depressão associada ao modelo animal de DP 6-OHDA esta relacionada à 
alteração no sistema serotonérgico causada pelo menos em parte por um 
processo de neuroinflamação e que o efeito antidepressivo dos AINEs 
celecoxibe e piroxicam estão ligado a sua capacidade de inibir este processo 




Depression is a common psychiatric disorder in patients with Parkinson's 
disease (PD), whose cause has not yet been elucidated. The hypothesis of 
natural chronic neurodegeneration of PD argues that the reduction of 
monoamines, such as dopamine (DA), serotonin (5-HT) and noradrenaline 
(NA), is the cause of depression. But new evidence suggests that chronic 
inflammation may be a causative pathological process of depression. We 
consider the hypothesis that neuroinflammation is associated with depressive-
like behavior observed in animal models of PD by modifying the serotonergic 
system. Thus, the aim of this study was to investigate the involvement of the 
serotonergic system in the associated animal model of PD 6-OHDA depression 
as well as to evaluate the antidepressant effect of NSAIDs, piroxicam and 
celecoxib. Male Wistar rats were used, approximately 3 months old, weighing 
between 280 to 300 g. The work was divided into 5 experiments, which are: 1) 
characterization of depression in an animal model of PD 6-OHDA, 2) reversal of 
depressive-like behavior and involvement of 5-HT system 3) evaluation of 
antidepressant effects of anti-inflammatory drugs, 4) evaluation of the 
antidepressant effect of piroxicam in depression in an animal model of PD- 6-
OHDA and 5) involvement of the serotonergic system in the antidepressant-like 
effect of piroxicam. The results showed that the animal model of PD 6-OHDA 
was able to produce depressive-like behavior in rats and promote deficits in 
striatal DA and 5-HT and NA in the hippocampus. These depressive-like 
behavior and reduction of hippocampal 5-HT levels were reversed by prolonged 
treatment of antidepressant drugs, sertraline, venlafaxine and nortriptyline and l-
tryptophan (5-HT precursor). The third experiment demonstrated that acute and 
prolonged treatment with celecoxib or piroxicam exerted antidepressant effects 
on forced swimming test (FST) model of depression and chronic mild stress 
(CMS), respectively. When administered to animals injured with 6-OHDA for 21 
days piroxicam was able to prevent the onset of depressive-like behavior in FST 
and sucrose preference test, as well as the reduction of hippocampal 5-HT. The 
antidepressant-like effect of piroxicam administered acutely was blocked by 
pizotifen a non-selective antagonist of 5 -HT. In conclusion, we demonstrate 
that depression is present in the animal model of PD 6-OHDA, which can be 
reversed with either antidepressant drugs or l-tryptophan as well NSAIDs. Thus, 
we suggest that depression associated with the 6-OHDA animal model of PD is 
related to a change in the serotonergic system caused at least partly by a 
process of neuroinflammation and the antidepressant effect of NSAIDs, 
celecoxib and piroxicam are connected to their ability to inhibit the inflammatory 






1.1 DEPRESSÃO E DOENÇA DE PARKINSON 
 
 Depressão é um distúrbio psiquiátrico comum em pacientes com doença 
de Parkinson (DP), sendo mais prevalente nestes pacientes quando 
comparado a portadores de outras doenças crônicas igualmente incapacitantes 
(Kanda et al., 2008). A prevalência de depressão nestes pacientes é acima de 
40% (Cummings, 1992), com uma incidência de 1,86% ao ano e um risco 
cumulativo de 8,5% ao longo da vida (Althaus et al., 2008; Frisina et al., 2009). 
Esta comorbidade pode agravar a evolução da DP (Kanda et al., 2008; Frisina 
et al., 2009), reduzir o grau de independência refletindo na qualidade de vida, 
assim como acelerar o declínio cognitivo e diminuir as atividades de vida diária 
dos pacientes (Riedel et al., 2010).  
A causa da depressão em pacientes com DP ainda não foi elucidada. 
Entretanto, a hipótese da neurodegeneração crônica natural da DP sugere que 
a redução de monoaminas, como a dopamina (DA), a serotonina (5-
hidroxitriptamina; 5-HT) e a noradrenalina (NA), pode ser a causa da depressão 
nestes pacientes (Norman, 2002; Okun e Watts, 2002; Wolters et al., 2008; 
Frisina et al., 2009). É consenso que tanto as vias dopaminérgicas quanto as 
de outros neurotransmissores são afetadas durante todo o curso da DP e que 
provavelmente desempenham um papel importante no desenvolvimento de 
sintomas não motores. Neste sentido, Kanda et al. (2008) consideram que a 
redução dos níveis de 5-HT no cérebro de pacientes com DP é um fator de 
risco para a depressão. Na mesma linha de raciocínio Paulus e Ellinger (1991) 
demostraram, em um estudo post-mortem em pacientes parkinsonianos e 
deprimidos, aumento na perda de células neuronais serotoninérgicas no núcleo 
dorsal da rafe quando comparados com pacientes com DP não deprimidos. Em 
concordância com os dados de Paulus e Ellinger, Braak et al. (2004) relataram 
que no estágio 2 da DP ocorre, entre outros eventos, a neurodegeneração de 
células serotoninérgicas da rafe, região que modula o humor, podendo induzir o 
aparecimento da depressão.  
De acordo com alguns autores a 5-HT tem uma função inibitória na 
liberação de DA no estriado. Assim, a diminuição da neurotransmissão 
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serotoninérgica no sistema nervoso central (SNC) pode ser um mecanismo 
compensatório relacionado à redução da neurotransmissão dopaminérgica na 
DP (Kanda et al., 2009; Suzuki et al., 2009). Por outro lado, Politis et al. (2012) 
descreveram que a ocorrência de sintomas não motores em pacientes 
parkinsonianos pode estar associada com uma perda de neurônios 
serotoninérgicos. 
Na tentativa de explicar a causa da depressão em pacientes com DP, 
novas hipóteses foram desenvolvidas como, por exemplo, a hipótese 
inflamatória da depressão (Maes et al., 2009). Evidências sugerem que a 
ativação contínua do sistema imune e/ou a inflamação crônica podem ser um 
dos processos patológicos da depressão associada à DP (Currier e Nemeroff, 
2010). De acordo com alguns autores, nos pacinetes com DP tanto a formação 
de corpúsculo de Lewy, característica patológica da doença, quanto a morte de 
neurônios promovem a ativação da microglia, que produz fatores neurotóxicos, 
como as citocinas (Mosley et al, 2006), e o aumento da expressão da 
cicloxigenase (COX-2) aumentando consequentemente a síntese de 
prostaglandina (PGs) (Hald e Lotharius, 2005). 
 
1.2 NEUROINFLAMAÇÃO, DEPRESSÃO E DOENÇA DE PARKINSON 
 
 A hipótese de que a inflamação contribui ativamente na fisiopatologia da 
depressão na DP vêm sendo fortemente apoiada ao longo dos últimos anos. A 
inflamação é a primeira linha de defesa do organismo contra lesões teciduais 
ou infecções. No entanto, uma resposta inflamatória excessiva pode se tornar 
fonte de uma lesão tecidual ainda maior do que a provocada pelo estímulo 
inicial. Os neurônios, como resultado de sua grande diferenciação celular, 
apresentam pouca ou nenhuma habilidade em se dividir e uma reduzida 
capacidade de recuperação frente a lesões, tornando-se, portanto 
extremamente vulneráveis a processos autoimunes e inflamatórios (Gao et al., 
2003). De acordo com Collins et al. (2012) na DP, quando as células da glia 
são ativadas, elas passam a secretar altos níveis de mediadores pró-
inflamatórios, que induzem a morte dos neurônios dopaminérgicos e aumentam 
ainda mais a ativação destas células, o que resulta em um ciclo de propagação 
de inflamação e neurodegeneração. 
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 Esta hipótese é corroborada pela presença da microglia ativada, 
aumento de citocinas pró-inflamatórias e da COX-2 glial e neuronal em 
cérebros post-mortem de pacientes com DP (Knott et al., 2000; Nagatsu et al., 
2000). Os processos inflamatórios associados com um aumento da expressão 
da enzima COX-2 têm sido implicados na cascata de eventos deletérios que 
levam a neurodegeneração (Knott et al., 2000). Neste sentido, a expressão de 
COX-2 tem sido associada com a degeneração de neurônios dopaminérgicos 
da substância negra parte compacta (SNpc) tanto em humanos quanto em 
modelos animais da DP (Teismann et al., 2003; Lima et al, 2006). De acordo 
com Dantzer et al. (2008), pacientes que sofrem de processos inflamatórios 
crônicos apresentam risco aumentado de desenvolver depressão, assim como 
pacientes em tratamento com citocinas pró-inflamatórias como as interleucinas 
(IL), os interferons (IFN)-γ ou fator de necrose tumoral (TNF)-α (Raison et al., 
2006). Aarsland et al. (2012) relataram que pacientes com depressão 
associada a DP apresentam um aumento no processo inflamatório, com níveis 
aumentados de IL-1β, IL-6, TNF-α e cortisol. Em adição, evidências sugerem 
que a depressão aumenta a neuroinflamação e, em contrapartida, os 
antidepressivos exercem efeitos antiinflamatórios (Abdel-Salam et al., 2003, 
Vismari et al., 2012). 
  A hipótese inflamatória propõe que a depressão é caracterizada pela 
ativação do sistema de resposta inflamatória com o aumento da produção de 
citocinas pró-inflamatórias, tal como a PGE2 (Calabrese et al., 1986; Dantzer, 
2001; Abdel-Wahab e Salama, 2011). Estas citocinas por sua vez promovem 
alterações na via metabólica do triptofano reduzindo os seus níveis e, 
consequentemente, a disponibilidade de 5-HT. Isto estabelece um elo 
importante entre os níveis de citocinas inflamatórias e monoaminas (Müller et 
al., 2009).  
 Estudos têm demonstrado que as citocinas pró-inflamatórias, tais como 
a IL-6, IL-1β, TNF-α, INF-γ estão aumentadas no plasma e líquido 
cefalorraquidiano (LCR) de pacientes deprimidos (Dowlati et al., 2010; Liu et 
al., 2013). Estas citocinas pró-inflamatórias podem ativar o eixo hipotálamo-
hipófise-adrenal (HPA) e este efeito é geralmente atribuído a um aumento da 
produção do hormônio liberador de corticotrofina nos núcleos hipotalâmicos 
(Berkenbosch et al., 1987). Este, por sua vez, estimula a produção do hormônio 
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adrenocorticotrófico, com consequente aumento de secreção do cortisol no 
plasma (Saveanu e Nemeroff, 2012). Esta desregulação do eixo HPA sugere 
que a depressão está relacionada com uma falha no feedback negativo deste 
eixo, o que resultaria em hipercortisolemia nos pacientes deprimidos (Saveanu 
e Nemeroff, 2012).  
 Além da ativação do eixo HPA, citocinas e PGE2 são capazes de reduzir 
o nível de 5-HT através da ativação da enzima indolamina 2,3-dioxigenase 
(IDO; Yuan et al., 1998; Maes et al., 2011; Leonard e Maes, 2012; Iachininoto 
et al., 2013), uma enzima que degrada o triptofano em metabolitos de 
triptofanos (TRICATs) como a quinurenina (Neumeister et al., 2004). A 
quinurenina por sua vez é metabolizada pela enzima quinurenina 3 
monoxigenase em ácido quinolínico agonista do receptor ácido N-metil-D-
aspártico (NMDA) e considerado um metabólito neurotóxico (Zunszain et al., 
2012). 
Em modelos animais, Przybylkowski et al. (2004) avaliaram o curso 
temporal da expressão da COX e seus metabólitos no estriado de ratos 
tratados com 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), os resultados 
indicaram um aumento de COX-2 até ao 21º dia após a administração da 
neurotoxina. Lima et al. (2006) também demonstraram que os modelos 
distintos de DP induzidos por 6-hidroxidopamina (6-OHDA), MPTP, e 
lipopolissacarídeo (LPS) mostram aumento tempo-dependente da expressão 
de COX-2, um dado significativo, considerada a importância do processo 
neuroinflamatório na DP. 
 
1.3 ANTI-INFLAMATÓRIOS NA DEPRESSÃO E DOENÇA DE PARKINSON 
 
 O mecanismo de ação farmacológico dos anti-inflamatórios não 
esteroidais (AINEs) ocorre através da inibição da COX, enzima passo limitante 
para a síntese das PGs a partir do ácido araquidônico (Sostres et al. 2010). A 
COX possui duas isoformas - uma isoforma constitutiva (COX-1) e uma 
isoforma induzível (COX-2), que tem um elevado grau de homologia estrutural 
e enzimática. No entanto, as isoformas da COX são farmacologicamente 
distintas, de tal modo que são diferencialmente inibidas pelos AINEs (Smith et 
al. 2000). AINEs tradicionais e o ácido acetilsalicílico (AAS) inibem ambas as 
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isoformas e o AINEs seletivos (coxibes) inibem preferencialmente a COX-2 
(Sostres et al. 2010). Estudos sugerem que ambas as isoformas estão 
distribuídas de forma heterogênea entre células do tecido nervoso central, 
sendo a COX-1 detectada em células da microglia e a COX-2 encontrada 
principalmente em células da glia, e em menores níveis (passíveis de supra 
regulação em pacientes com DP e em modelos de indução de parkinsonismo) 
nos neurônios dopaminérgicos da SNpc (Esposito et al., 2007).   
 A investigação do efeito potencialmente neuroprotetor de AINEs em 
modelos experimentais da DP foi iniciado por estudos in vitro desenvolvidos por 
Grilli et al. (1996), que demonstraram que o AAS e salicilato de sódio foram 
capazes de prevenir a neurotoxicidade induzida pelo glutamato, sugerindo um 
potencial efeito neuroprotetor destas drogas. Em estudo com parecoxibe foi 
demonstrado que esta droga foi eficaz em impedir as alterações motoras, 
cognitivas e o déficit da expressão de tirosina hidroxilase (TH) causadas por 
infusão intranigral de MPTP em ratos (Reksidler et al., 2007). Na mesma linha, 
Soliman et al. (2009) demonstraram que a administração de piroxicam 7 dias 
antes e depois da administração do MPTP (40 mg/kg) em camundongos foi 
capaz de reduzir a neurodegeneração na SNpc e a deficiência motora. Usando 
infusão unilateral de 6-OHDA, em ratos, Sánchez-Pernaute et al. (2004) 
avaliaram o efeito neuroprotetor do tratamento com celecoxibe, inibidor seletivo 
da COX-2, por 21 dias antes e após a administração da neurotoxina. Os 
resultados mostraram neuroproteção, diminuição da ativação da microglia e 
aumento da imunorreatividade para TH. Em outro estudo, o tratamento crônico 
com o celecoxibe foi capaz de reverter o comportamento tipo depressivo 
induzido pelo protocolo do estresse crônico moderado (CMS) em ratos, reduzir 
a expressão de COX-2 no cérebro e, subsequentemente, a concentração de 
PGE2 (Guo et al., 2009).  
 Em paralelo, três estudos clínicos relataram melhora significativa dos 
sintomas depressivos após o tratamento adjuvante com celecoxibe. Em um 
estudo, pacientes com transtorno depressivo (n=40) que não responderam ao 
tratamento apenas com fluoxetina (40 mg/dia) foram divididos aleatoriamente 
em grupos que receberam fluoxetina+celecoxibe (200 mg duas vezes ao dia) 
ou placebo sob condições duplo-cego, durante 6 semanas. O tratamento 
combinado foi associado à melhora significativa dos sintomas depressivos 
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(Akhondzadeh et al., 2009). O segundo estudo, duplo-cego, randomizado, 
controlado por placebo, com duração de 6 semanas, relatou resultados 
similares ao anterior,  a eficácia do celecoxibe como adjuvante (400 mg/dia) a 
reboxetina (intervalo de dose flexível, 4-10 mg / dia) em doentes depressivos 
(n=40;. Muller et al, 2006). No último estudo, randomizado, duplo-cego, 
controlado por placebo (n=40 pacientes), conclui-se que o tratamento com 
celecoxibe (200 mg duas vezes ao dia) e sertralina (200mg/dia), também por 6 
semanas, levou à redução plasmática da concentração de IL-6, apoiando a 
ideia de que o celecoxibe é eficaz como adjuvante dos antidepressivos (Abbasi 
et al., 2012).  
 
1.4 MODELO ANIMAL DA 6-HIDROXIDOPAMINA 
  
 O modelo animal induzido pela neurotoxina 6-OHDA foi o primeiro 
modelo animal associado com a morte de neurônios dopaminérgicos na DP 
(Ungerstedt, 1968). A perda neuronal dopaminérgica mais significativa ocorre 
na SNpc do mesencéfalo. (Schwarting e Huston, 1996; Dauer e Przedborski, 
2003). A 6-OHDA não atravessa a barreira hematoencefálica, portanto deve ser 
administrada diretamente no encéfalo. É transportada para os neurônios 
catecolaminérgicos através de mecanismos de transporte específico (p. ex., os 
transportadores de DA e NA), devido ao fato de ser estruturalmente 
semelhante à DA e NA. Uma vez dentro dos neurônios a 6-OHDA é facilmente 
oxidada e induz a produção de radicais livres (Betarbet et. al., 2002, Meredith 
et. al., 2008). Promove também a inibição do complexo I da cadeia 
transportadora de elétrons (com diminuição dos níveis de ATP) levando a 
morte dos neurônios dopaminérgicos da SNpc (Mogi et al., 1999). 
 A morte dos neurônios dopaminérgicos leva a ativação da microglia que 
passa a secretar citocinas pró-inflamatórias, tal como o TNF-α, a IL-1β e o IFN-
γ, estas podem se ligar diretamente aos seus receptores nos neurónios 
dopaminérgicos ativando a via de transdução que resulta em apoptose, ou 
podem induzir a expressão da COX-2 dentro de células da glia, por sua vez a 
PGE2, produto da COX–2, também induz eventos tóxicos nos neurônios 
dopaminérgicos (Gao et al, 2003). Em adição como ja descrito nesta introdução 
tanto as citocinas quanto a PGE2 são capazes de reduzir o nível de 5-HT 
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através da ativação da IDO (Yuan et al., 1998; Maes et al., 2011; Leonard e 
Maes, 2012; Iachininoto et al., 2013). 
 De acordo com a literatura esta neurotoxina quando infundida no SNC 
tem a capacidade de induzir o comportamento tipo depressivo nos animais 
lesados. Tadaiesky et al. (2008) demonstraram que a injeção intraestriatal de 6-
OHDA em ratos causou redução no consumo de sacarose uma semana após a 
injeção da neurotoxina. Este comportamento tipo depressivo foi associado à 
redução de DA e seus metabólitos além da redução de 5-HT e dos neurônios 
positivos para TH. Recentemente, demonstramos que ratos que receberam 
infusão intranigral de 6-OHDA apresentaram comportamentos tipo depressivos 
tanto no teste de natação forçada modificado (NF) quanto no consumo de 
sacarose e que estas alterações comportamentais estão correlacionadas à 
redução dos níveis estriatais de DA e metabólitos e a redução dos níveis 
hipocampais de 5-HT e metabólito (Santiago et al., 2010). 
 Entretanto, apesar de seu impacto negativo, a etiologia da depressão 
nos pacientes parkinsonianos permanece desconhecida e poucos estudos 
foram desenvolvidos utilizando modelos experimentais da DP para avaliar essa 
comorbidade. De acordo com os dados descritos acima, consideramos a 
hipótese de que a neuroinflamação esteja relacionada com o comportamento 
tipo depressivo observado nos modelos animais da DP, através da alteração do 
sistema serotonérgico. Desta forma, esta tese foi desenvolvida com o propósito 
de investigar a participação do sistema serotonérgico na depressão associada 
ao modelo animal 6-OHDA assim como a avaliação do efeito antidepressivo 





2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 Avaliar a participação do sistema serotonérgico na depressão associada 
ao modelo animal da DP 6-OHDA e investigar o efeito antidepressivo dos 
AINEs, celecoxibe e piroxicam. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Caracterizar o comportamento tipo depressivo no modelo animal da DP 
induzido por 6-OHDA em diferentes tempos. 
 Reverter o comportamento tipo depressivo observado no modelo da 6-
OHDA com drogas antidepressivas de diferentes classes. 
 Investigar o envolvimento do sistema serotoninérgico no comportamento 
tipo depressivo em animais lesados com 6-OHDA. 
 Investigar se AINEs (celecoxibe e piroxicam) possuem efeitos 
antidepressivos no modelo do CMS. 
 Avaliação do efeito antidepressivo do piroxicam no modelo animal da DP 
6-OHDA. 
 Investigar a relação entre o sistema serotonérgico e o efeito 








 Foram utilizados ratos Wistar machos, de aproximadamente 3 meses de 
idade, pesando entre 280 a 320 g no início dos experimentos provenientes do 
Biotério Central da Universidade Federal do Paraná (UFPR). Foram mantidos 5 
animais por caixa padrão de polipropileno durante os experimentos, em uma 
sala com umidade e temperatura controladas (22  2°C), ciclo de claro-escuro 
de 12 horas (7-19h). A água e a comida foram fornecidas à vontade durante 
todo o estudo, exceto durante o procedimento de CMS, descrito adiante.  
 Os animais foram distribuídos aleatoriamente em grupos distintos de 
acordo com a necessidade de cada experimento. 
 Todos os experimentos e tratamento dos animais foram submetidos e 
aprovados pelo Comitê de Ética do Setor de Ciências Biológicas da UFPR, 
protocolo 470. O máximo de esforço foi empreendido para minimizar possíveis 




 L-Triptofano (100mg/kg, dissolvido em salina 0,9%. Sigma-Aldrich, 
Alemanha) - Precursor do neurotransmissor 5-HT; 
 Sertralina (10 mg/kg, dissolvido em salina 0,9%. EMS, São Paulo, Brazil) 
- Inibidor seletivo da recaptação de 5-HT (ISRS); 
 Venlafaxina (10mg/kg, dissolvido em salina 0,9%. Medley, São Paulo, 
Brazil) - Inibidor seletivo da recaptação de 5-HT e NA (ISRSN); 
 Nortriptilina (20mg/kg, dissolvido em salina 0,9%. Novartis, São Paulo, 
Brazil) - Antidepressivo tricíclico; 
 Celecoxibe (10 mg/kg, dissolvido em salina 0,9%. Pfizer, São Paulo, 
Brazil) – AINE; 




 Imipramina (20 mg/kg, dissolvido em salina 0,9%. Uci-farma, São Paulo, 
Brazil) - Antidepressivo tricíclico; 
 Pizotifeno (3 mg/kg, dissolvido em salina 0,9%. Novartis, São Paulo, 
Brazil) - Antagonista não seletivo 5-HT; 
 6-OHDA (6µg/µL, dissolvido em LCR + 0,2% ácido ascórbico. Sigma 
Chemical Co., EUA) – Neurotoxina; 
 
 As doses utilizadas nesta tese, foram baseadas em estudos anteriores, 
que descrevem os efeitos antidepressivos do l-triptofano (Yoshihara, et al., 
2012), sertralina (Detke et al., 1995), venlafaxina (Reneric e Lucki, 1998), 
nortriptilina (Consoni et al., 2006) e imipramina (Detanico et al., 2009), efeitos 
anti-inflamatório/analgésico do celecoxibe (Chichorro et al., 2006) e piroxicam 
(Fujita et al., 2012), efeito antagônico do pizotifeno (Nielsen, 1986) e efeito 
neurotóxico da 6-OHDA (Santiago et al., 2010). 
 
3.3 CIRURGIA ESTEREOTÁXICA 
 
 A administração bilateral em dose única da 6-OHDA na região da SNpc 
foi realizada por cirurgia estereotáxica. Todos os animais foram anestesiados 
com uma associação de tiopental e hidrato de cloral (Equitesin® 0,3 ml/kg) 
intraperitoneal (i.p.). Posteriormente o animal foi colocado no aparelho 
estereotáxico onde foi realizada a infusão da 6-OHDA com uma agulha (27 
gauge) conectada a uma seringa de 10 L (Hamilton, EUA) nas coordenadas: 
ântero posterior (AP): - 5,0 mm a partir do bregma; médio lateral (ML):  2,1 
mm a partir da linha média e dorso ventral (DV): - 8,0 mm a partir da calota 
craniana segundo Paxinos e Watson (2005). Para evitar refluxo, a agulha foi 
mantida no local da infusão por 2 minutos após o término do procedimento. Os 
animais do grupo sham passaram pelo mesmo procedimento, porém 







3.4 CAMPO ABERTO 
 
 Para avaliação da atividade motora utilizamos o teste de campo aberto 
(CA), um aparato que consiste em uma arena redonda (100 cm de diâmetro e 
45 cm de altura), com o solo dividido em 19 quadrantes. Os animais foram 
colocados cuidadosamente no centro do CA e deixado a explora-lo livremente 
durante 5 min. Foram registrados três parâmetros motores: número de 
quadrantes (isto é, o número de travessias das quatro patas do animal de um 
quadrante para outro), frequência de levantar (ou seja, o número de vezes que 
os animais permaneciam sobre as patas traseiras) e tempo de imobilidade 
(tempo em segundos que o animal permanece imóvel). 
 Outro aparato utilizado para avaliação motora foi uma arena redonda 
preta (170 cm de diâmetro e 40 cm de altura), no qual, os movimentos dos 
animais foram monitorados e gravados utilizando um sistema automático (HVS 
System, Buckingham, UK). Os animais foram cuidadosamente colocados na 
posição sudoeste do CA e deixados a explorar livremente a área por 5 min. 
Dois parâmetros locomotores foram registrados ao longo do teste: a distância 
percorrida (isto é, à distância em metros que o animal percorreu durante o 
teste) e velocidade de locomoção (a velocidade com a qual o animal se 
locomoveu durante o teste). Os resultados foram expressos em metros (m) e 
metros/segundo (m/s) respectivamente. 
 O CA foi limpo com uma solução de água-etanol 5% antes do teste de 
cada animal a fim de eliminar possível viés causado por odores e substâncias 
deixados pelos ratos anteriores. 
 
3.5 TESTE DE NATAÇÃO FORÇADA 
 
 O procedimento utilizado foi o teste de NF proposto por Porsolt et al. 
(1978) e Reneric et al. (2002). Resumidamente o teste consiste em duas 
seções. A Primeira é uma seção treino onde os animais foram colocados em 
um tanque cilíndrico de policloreto de polivinila (PVC) com dimensões de 25 cm 
de diâmetro e 60 cm de altura, preenchido com água a temperatura de 24 ± 1 
°C a uma profundidade de 25 cm, que não permite que os ratos de toquem o 
fundo do tanque, por 15 min. Após 24 h da primeira seção, os animais foram 
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novamente colocados no tanque por 5 min. e seu comportamento monitorado 
por uma câmera localizada acima do tanque. A avaliação do comportamento 
incluiu: o tempo de natação (definido como movimentos horizontais, no qual o 
animal realiza movimentos circulares e cruzamentos de um quadrante para o 
outro), o tempo de imobilidade (verificada quando não existe nenhum 
movimento adicional além daqueles necessários para manter a cabeça do 
animal fora da água) e o tempo de escalada (que consiste em movimentos 
verticais, no qual o animal tenta com as patas dianteiras escalar as paredes do 
cilindro). A água foi trocada após cada animal a fim de evitar a influência de 
temperatura e substâncias deixada pelo rato anterior. Os resultados foram 
expressos em segundos (s) (Santiago et al., 2010). 
 
3.6 TESTE DE PREFERÊNCIA POR SACAROSE 
 
 Preferência por sacarose é frequentemente utilizado como uma medida 
de anedonia em roedores (Papp et al., 1991; Wang et al., 2009). Inicialmente, 
foram fornecidas a cada rato duas garrafas contendo água nos lados extremos 
da gaiola durante a fase de habituação de 24 h. Após este período, o conteúdo 
de um dos frascos foi trocado aleatoriamente por uma solução de sacarose a 
0,5%. As garrafas foram então pesadas antes de serem apresentadas aos 
ratos e 24 h depois. A soma do consumo de água e consumo de sacarose foi 
definida como o consumo total. O percentual de consumo de sacarose foi 
calculado usando a seguinte equação: % de preferência sacarose = ingestão 
de sacarose  100 /ingestão total. Os animais passaram por uma triagem uma 
semana antes do teste basal e permaneceram no experimento apenas os ratos 
que apresentaram uma preferência por sacarose superior a 60%. Nesta 
triagem 40% dos animais foram retirados do estudo. Os resultados foram 
expressos em %. 
 
3.7 ESTRESSE CRÔNICO MODERADO 
 
 O modelo CMS foi desenvolvido para simular o desenvolvimento e 
progressão da depressão clínica. Este modelo imita a anedonia, um dos 
principais sintomas de depressão maior (Willner et al., 1992). Neste modelo de 
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depressão, os ratos são expostos sequencialmente ao longo de um período de 
várias semanas a uma variedade de fatores de estresses moderados, e a 
medida utilizada para monitorar o comportamento tipo depressivo, é a 
diminuição da preferência por sacarose. Os ratos foram inicialmente divididos 
em dois grupos: estressados e não estressados. Os grupos estressados foram 
expostos a um regime de estresse durante 6 semanas (42 dias), composto de 
estressores suaves imprevisíveis que foram apresentados de forma aleatória, 
incluindo privação de alimentação e de água, inclinação da gaiola, gaiola suja, 
iluminação contínua durante a noite e escuridão contínua durante o dia (Tabela 
1). A sequência pseudoaleatória dos fatores de estresses foi usada para 
impedir que os ratos se habituassem ao estresse moderado repetido. O grupo 
não estressado permaneceu intacto, com exceção do tratamento necessário 
para cuidar dos animais, por exemplo, limpeza de gaiolas, pesagem, marcação 






3.8 DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE DOPAMINA, NORADRENALINA E 
SEROTONINA POR HPLC 
 
 A análise neuroquímica dos níveis de DA e seus metabólitos no estriado, 
NA, 5-HT e seus metabolitos hipocampal foi realizada através, do sistema de 
cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), utilizado para separar as 
substâncias e quantificados pelo detector eletroquímico. Para esta mensuração 
as estruturas encefálicas dos animais foram retiradas após a decapitação, 
obedecendo ao tempo máximo de 3 min para a retirada dos tecidos e 
armazenamento em freezer -80 ºC até a realização da análise neuroquímica. O 
tecido foi pesado antes do congelamento. As amostras foram suspendidas com 
ácido perclórico 0,1 M com 0,02% de metabissulfito de sódio como 
antioxidante, em concentração de 15 µL/mg de material encefálico. Estas 
amostras foram então fragmentadas com caneta sonicadora e centrifugada a 
10.000 G por 40 min. 
 O sobrenadante (20 µL) foi injetado em uma estação de HPLC composta 
por uma bomba Shimadzu LC10AD, uma coluna de fase reversa C-18, 75 x 4,6 
mm, partículas de 4 µm, em temperatura de 30 ºC. Os neurotransmissores DA, 
NA, 5-HT e seus metabólitos foram identificados e quantificados por um 
detector eletroquímico LECD6A, com potencial de oxidação ajustado para + 80 
mV. A fase móvel foi constituída de fosfato monossódico 12H2O 7,16g; ácido 
cítrico 4,2g; ácido etilenodiamino tetra-ácetico (EDTA) 40 mg; ácido 
octanossulfônico 550 mg; metanol 100 ml; água 800 ml; em pH=3. As áreas de 
pico foram comparadas as áreas dos padrões externos (SIGMA®). Os 
resultados foram expressos como ng/g de peso úmido de tecido. 
 
3.9 TH, COLORAÇÃO DE NISSL E QUANTIFICAÇÃO NEURONAL 
 
 Para a análise imunohistoquímica os animais foram anestesiados 
profundamente com tiopental e perfundidos intracardialmente, primeiro com 
solução salina 0,9%, em seguida, com uma solução fixadora de 4% de 
paraformaldeído em tampão fosfato 0,1 M (pH=7,4). Os cérebros forão 
removidos, armazenados no mesmo fixador por no mínimo 3 dias, e então em 
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solução de sacarose 30% até que estevissem saturados com a solução e 
afundados no recipiente. Posteriormente os cérebros foram congelados em 
gelo seco e armagenados em frezeer - 80ºC ate a preparação para a análise 
de imunohistoquímica. Para cada rato 12 seções de 40 m de espessura foram 
cortadas em um criostato no plano coronal que abrange cerca de 360 m (- 
4,92 para - 5,28 de bregma) do mesencéfalo (Paxinos e Watson, 2005). Estas 
coordenadas correspondem à extensão máxima dos neurônios dopaminérgicos 
no interior da SNpc. As seções foram montadas em lâminas. A 
imunohistoquímica para marcação de TH foi avaliada usando o anticorpo de 
rato anti-TH monoclonal (1:200, catálogo MAB318; Millipore, Chemicon 
Internacional, Tecnologia, Bil- lerica, MA, EUA). A recuperação de antígeno de 
alta temperatura foi realizada por imersão das lâminas em um banho de água a 
95 - 98°C em 10 mM de tampão de citrato trissódico pH=6,0, durante 45 min. A 
ligação não específica foi bloqueada através da incubação das lâminas durante 
1 h com soro de cabra normal, diluído em PBS. Após a incubação overnight a 
4°C com os anticorpos primários, as lâminas foram lavadas com PBS e 
incubadas com o anticorpo secundário Envision plus (Dako Citomações, 
Carpinteria, CA, EUA), por 1 h à temperatura ambiente. Os cortes foram 
lavados em PBS, e a visualização foi concluída através da utilização de DAB 
(3,3- diaminobenzidina; Dako Cytomation) em solução de cromógeno e 
contrastado levemente com hematoxilina de Harris.  
 Para a coloração de Nissl as lâminas contendo os cortes foram secas e 
coradas com cresil violeta após a desidratação em concentrações crescentes 
de solução de etanol-xilol. 
 As contagens foram realizadas fazendo uso do software Image-Pro 
Express 6 (Media Cybernetics, EUA). Cada seção foi digitalizada com uma 
câmera digital conectada a um microscópio IX71 (Olympus Optical Co., Japão). 
A área digital foi criada, a fim de delimitar as fronteiras da SNpc. Para cada 
análise, a mesma área foi adotada. Uma ferramenta de "tag Manual" foi usada 
para contar os neurônios dentro da área. Todas as contagens foram realizadas 
nas imagens obtidas na ampliação de 40x. Um número significativo de 
neurônios no SNpc foi obtido para cada grupo. Os resultados de ambos os 




3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 O teste de Kolmogorov - Smirnov, foi inicialmente utilizado para 
assegurar que os dados estivessem de acordo com os critérios para a 
realização de análise de variância (ANOVA). 
 Os dados analisados pela ANOVA de uma via foi seguido pelo teste 
post-hoc de Newmann–Keuls. A análise da ANOVA de duas foi seguida pelo 
teste post-hoc de Bonferroni e os coeficientes de correlação de Pearson (r) 
foram calculados para estabelecer correlações entre as concentrações de 
neurotransmissores e seus respectivos comportamentos obtidos no teste de NF 
e teste de preferência por sacarose.  




4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E RESULTADOS 
 
4.1 EXPERIMENTO 1: CARACTERIZAÇÃO DA DEPRESSÃO NO MODELO 
ANIMAL DA DP 6-OHDA 
 
 Este experimento foi realizado com o objetivo de avaliar o 
comportamento tipo depressivo em animais lesados bilateralmente na SNpc 
com a neurotoxina 6-OHDA em diferentes tempos. Para tal foram utilizados oito 
grupos: 4 grupos sham (sham 1 dia, sham 7 dias, sham 14 dias e sham 21 
dias) e 4 grupos 6-OHDA (6-OHDA 1 dia, 6-OHDA 7 dias, 6-OHDA 14 dias e 6-
OHDA 21 dias), todos os grupos com n=10. Os ratos foram submetidos à 
cirurgia estereotáxica no dia 0. Após a indução da lesão o teste de CA foi 
realizado nos dias: 1, 7, 14 e 21. E os testes comportamentais de depressão no 
7º, 14º e 21º dia pós-cirúrgico. Imediatamente após o último teste 
comportamental, um subconjunto dos animais foi decapitado e seus cérebros 
retirados para dissecação do estriado e hipocampo para avaliação 
neuroquímica; outro subconjunto dos animais foi perfundido intracardialmente 
para avaliação imunohistoquímica. Este experimento foi realizado em duplicata 
onde um grupo foi submetido aos testes de CA e NF e outro grupo ao teste de 
preferência por sacarose. 
 
 
Figura 1: Representação esquemática do experimento 1. 6-OHDA: 6-hidroxidopamina; LCR: 





4.1.1 Testes comportamentais em animais lesados com 6-OHDA 
 
 No teste de CA (Fig. 2A e B), observamos redução na distância 
percorrida e na velocidade de locomoção (ambos p<0,01) no grupo 6-OHDA 
apenas 1 dia após a exposição a neurotoxina quando comparado ao grupo 
sham.  
 No teste de NF, o tempo de natação se mostrou reduzido no grupo 6-
OHDA (todos p<0,05) e o tempo de imobilidade aumentado (todos p<0,01) 
quando comparado ao grupo sham nos dias 7, 14, e 21 após a exposição a 6-
OHDA (Fig. 3 A e B). A análise do comportamento de tempo de escalada no 
teste de NF não demonstrou diferença entre os grupos (dados não mostrados). 
 Em relação ao teste de preferência por sacarose a infusão da 6-OHDA 
provocou redução significativa no consumo de sacarose no dia 7 (p<0,05). Os 
grupos não diferiram significativamente no dia 14. Porém 21 dias após a 
cirurgia, o efeito anedônico ainda foi detectado em comparação com o grupo 
sham (p<0,01) (Fig. 4). Os grupos sham e 6-OHDA não apresentaram 
diferença entre si em relação ao consumo total de líquidos em nenhum dos 
dias avalidos (dados não mostrados). 
 

































































Figura 2: Parâmetros motores dos animais lesados com 6-OHDA. Atividade motora avaliada no 
teste do campo aberto no grupo 6-OHDA. (A) A velocidade de locomoção. (B) A distância 
percorrida. Os dados foram obtidos a 1, 7, 14, e 21 dias após a infusão de 6-OHDA. Os dados 
são expressos como média ± erro padrão (n=8-9/grupo). * p<0,05, ** p<0,01, comparado com o 






















































Figura 3: Comportamento tipo depressivo avaliado no teste de NF. Comportamento tipo 
depressivo induzido pela neurotoxina 6-OHDA em diferentes tempos avaliados no teste de 
natação forçada. (A) Natação. (B) imobilidade. Os dados foram obtidos 7, 14, e 21 dias após a 
infusão da 6-OHDA. Os dados são expressos como média ± erro parão (n=9-10/grupo). * 
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, comparado com sham (ANOVA de duas vias seguido pelo teste 
post hoc de Bonferroni). 
 






























Figura 4: Alteração da porcentagem no consumo de sacarose provocada pela 6-OHDA. Teste 
de preferência por sacarose. Os dados foram obtidos, 1 semana antes (basal) e 7, 14, e 21 
dias após a infusão da 6-OHDA. Os dados são expressos como média ± erro padrão (n=8-
9/grupo). * p< 0,05, ** p< 0,01, comparado com o grupo sham (ANOVA de duas vias seguido 





4.1.2 Coloração de Nissl e quantificação neuronal  
 A análise da população de neurônios na SNpc revelou que a infusão da 
6-OHDA foi capaz de causar perda neuronal pronunciada (Fig. 5A e B). A 
quantificação de neurônios corados por Nissl indicou que a 6-OHDA induziu a 
redução de 28,1% dos neurônios na SNpc em comparação com o grupo sham 
(p<0,01) 1 dia após a infusão. Além disso, nos dias 7, 14 e 21 também 
demonstramos redução no percentual de neurônios na SNpc no grupo 6-OHDA 
















































Figura 5: Análise histológica da SNpc e quantificação neuronal  após a infusão da 6-OHDA. Os 
dados foram obtidos 1, 7, 14, e 21 dias após a infusão de 6-OHDA. (A) fotomicrografias 
representativas de neurônios Nissl corados no mesencéfalo ventral de cada grupo. (B) 
quantificação estereológica do número total de neurônios no SNpc para cada grupo. Os dados 
são expressos como uma percentagem do grupo sham (n=5-8/grupo). ***p<0,01, em 







4.1.3 Determinação estriatal de DA e hipocampal de 5-HT  
 A figura 6A-C apresenta as concentrações estriatais de DA e dos seus 
metabolitos ácido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) e ácido homovanílico 
(HVA). A DA foi significativamente reduzida no grupo 6-OHDA comparado ao 
grupo sham (p<0,001), 7, 14, e 21 dias após a exposição à neurotoxina. O 
grupo 6-OHDA exibiu ainda redução nos níveis de DOPAC em comparação 
com o grupo sham no dia 7 (p<0,05) e 21 (p<0,001). A concentração de HVA 
aumentou no grupo 6-OHDA comparado com o grupo sham, no 1º dia após a 
cirurgia (p<0,001), seguido por uma redução no 7º (p<0,001), 14 (p<0,01), e 
21º dia (p<0,001) após a infusão da 6-OHDA.  
 A análise das concentrações de 5-HT e de seu metabolito 5-
hidroxiindolacético (5-HIAA) no hipocampo indicou que a 5-HT reduziu no 
grupo 6-OHDA comparado com o grupo sham no 1º, 7º, 14º, e 21º dia após a 
exposição à neurotoxina (todos p<0,05) (Fig. 7). Além disso, a 6-OHDA foi 
capaz de aumentar o nível de 5-HIAA em comparação com o grupo sham, no 










































































Figura 6: Determinação das alterações nas concentrações estriatais de dopamina, DOPAC e 
HVA provocada pela neurotoxina 6-OHDA. Os dados foram obtidos 1, 7, 14, e 21 dias após a 
infusão de 6-OHDA por HPLC. (A) as concentrações de DA. (B) As concentrações de DOPAC. 
(C) Concentrações de HVA. Os dados são expressos como média ± erro padrão (n=4-
10/grupo). * p<0,05, *** p<0,001, em comparação com o grupo sham (ANOVA de duas vias 
seguido pelo teste post hoc de Bonferroni). 









































Figura 7: Análise neuroquímica das concentrações no hipocampo de 5-HT e 5-HIAA provocada 
pela neurotoxina 6-OHDA. Os dados foram obtidos 1, 7, 14, e 21 dias após a infusão de 6-
OHDA. (A), as concentrações de 5-HT. (B) as concentrações de 5-HIAA. Os dados são 
expressos como média ± erro padrão (n=5-8/grupo). *p<0,05, em comparação com o grupo 







4.1.4 Correlações entre os comportamentos tipo depressivos e 
neurotransmissores 
 Os níveis dos neurotransmissores alterados 21 dias após à infusão de 6-
OHDA foram correlacionados com os comportamentos tipo depressivos 
observado nos animais lesados no mesmo tempo. Os coeficientes de 
correlação de Pearson revelaram correlação positiva entre a concentração 
hipocampal de 5-HT e natação (r=0,92, p=0,087; Fig. 8A-D) e correlação 
negativa entre a DA estriatal e imobilidade (r=-0,92, p=0,078). Além disso, foi 
encontrada uma forte correlação positiva entre concentração de 5–HT no 
hipocampo (r=0,98, p=0,0002) e o nível de DA no estriado (r=0,97, p=0,0007) 
com a preferência por sacarose. 






































































































 Figura 8: Correlação entre os níveis dos neurotransmissores e os comportamentos tipos 
depressivos. Comportamento tipo depressivo foi correlacionado com os sistemas de 
neurotransmissores 21 dias após a infusão de 6-OHDA, utilizando a média de cada grupo. Os 
coeficientes de correlação de Pearson foram calculados para o seguinte: (A) 5-HT × natação, 
(B) a dopamina × imobilidade, (C) 5-HT × preferência por sacarose, e (D) da dopamina × 








4.2 EXPERIMENTO 2:  REVERSÃO DO COMPORTAMENTO TIPO 
DEPRESSIVO E ENVOLVIMENTO DO SISTEMA SEROTONÉRGICO  
 Com o intuito de comprovarmos as alterações comportamentais 
observadas no experimento 1 como sinais depressivos e avaliar o envolvimento 
do sistema serotoninérgico nestes comportamentos, o experimento 2 foi 
realizado com o objetivo de promover a reversão do comportamento tipo 
depressivo através do tratamento prolongado com drogas antidepressivas de 
diferentes classes, sertraIina (ISRS), venlafaxina (ISRSN), nortriptilina 
(antidepressivo tricíclico) e a avaliação da participação do sistema 
serotoninérgico através da administração prolongada de l-triptofano (precursor 
da 5-HT). Os animais foram distribuídos em dez grupos (n=7-10/grupo) sendo 
eles: sham+salina, sham+l-triptofano, sham+sertralina, sham+venlafaxina, 
sham+nortriptilina, 6-OHDA+salina, 6-OHDA+l-triptofano, 6-OHDA+sertralina, 
6-OHDA+venlafaxina, 6-OHDA+nortriptilina. No dia 0 os animais foram 
submetidos à cirurgia estereotáxica. Uma hora após a cirurgia os animais foram 
tratados por gavagem, de acordo com o seu grupo, uma vez ao dia durante 21 
dias (a ultima administração ocorreu 1 h antes do teste de CA). O teste de CA 
foi realizado nos dias 1 e 21 e o teste de NF e preferência por sacarose no dia 
21. Imediatamente após o teste comportamental, os animais foram decapitados 
e seus cerebros retirados para a dissecação do estriado e hipocampo 
analisados neuroquimicamente. Este experimento foi realizado em duplicata 
onde um grupo foi submetido aos testes de CA e NF e outro grupo ao teste de 
preferência por sacarose. 
 
Figura 9: Representação esquemática do experimento 2. 6-OHDA: 6-hidroxidopamina; LCR: 
liquido cefalorraquidiano; CA: campo aberto; NF: teste de natação forçada.  
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4.2.1 Testes comportamentais em animais lesados e tratados com 
antidepressivos e l-triptofano 
 Na avaliação da atividade motora através do teste de CA os animais dos 
grupos, 6-OHDA+salina (p<0,001), 6-OHDA+sertralina (p<0,01), 6-
OHDA+venlafaxina (p<0,001) e 6-OHDA+nortriptilina (p<0,01) apresentaram 
redução do número de quadrantes percorridos e aumento da frequência de 
levantar (p<0,01, p<0,05, p<0,01 e p<0,05, respectivamente) em comparação 
ao grupo sham+salina (controle) 1 dia após a infusão da 6-OHDA. Em adição, 
os grupos 6-OHDA+salina (p<0,01), 6-OHDA+sertralina (p<0,05), 6-
OHDA+venlafaxina (p<0,05) e 6-OHDA+nortriptilina (p<0,05) apresentaram um 
aumento do tempo de imobilidade em comparação com o grupo sham+salina 1 
dia após a exposição à neurotoxina. No entanto no 21º dia, apenas os grupos 
sham+nortipitilina (p<0,05) e 6-OHDA+nortriptilina (p<0,01) demonstraram 
diminuição do número de quadrantes percorridos, aumento da frequência de 
levantar (ambos p<0,01) e do tempo de imobilidade (ambos p<0,05) quando 
comparado com o grupo sham+salina. (Tabela 2). 
 No teste de NF (Fig. 10 A e B) realizado no 21º dia após a cirurgia, 
observamos que o grupo 6-OHDA+salina (p<0,001) apresentou diminuição do 
tempo de natação em relação ao grupo sham+salina, em contrapartida os 
grupos sham+l-triptofano, sham+sertralina e sham+venlafaxina apresentaram 
aumento em comparação com o grupo sham+salina (todos p<0,05). Em 
relação ao tempo de imobilidade apenas o grupo 6-OHDA+salina demonstrou 
aumento em comparação ao grupo sham+salina (p<0,01). Por fim, o tempo de 
escalada não foi alterado em nenhum grupo comparado ao grupo sham+salina 
(dados não mostrados). 
 A análise do teste de preferência por sacarose (Fig. 11) revelou que 21 
dias após a exposição à neurotoxina, apenas o grupo 6-OHDA+salina 




Todos os valores são expressos como média ± erro padrão (n = 7-10 / grupo). * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001 em 

























































































































































































































Figura 10: Efeito dos antidepressivos e do l-triptofano no teste de NF após a infusão da 6-
OHDA. Comportamento dos animais no teste de NF após o tratamento prolongado com 
antidepressivos e l-triptofano: 100 mg/kg de l-triptofano, 10 mg/kg de sertralina, 10mg/kg de 
venlafaxina ou 20 mg/kg de nortriptilina (A) tempo de natação e (B) tempo de imobilidade. Os 
dados são expressos como média ± erro padrão (n=6/grupo). *p<0.05, **p<0.01 e ***p<0.001 













































Figura 11: Consumo de sacarose após a infusão da 6-OHDA e tratamento com antidepressivos 
e l-triptofano. Percentual da preferência por sacarose 1 semana antes (basal) e 21 dias após a 
infusão de 6-OHDA na SNpc e o tratamento com 100 mg/Kg de l-triptofano, 10 mg/Kg de 
sertralina, 10mg/Kg de venlafaxina ou 20 mg/Kg de nortriptilina. Os dados são expressos como 
média ± erro padrão (n = 7 / grupo). *** p<0,001 em relação ao grupo sham + salina. (ANOVA 





4.2.2 Determinação dos níveis de monoamina após o tratamento com os 
antidepressivos e o l-triptofano 
 Na Figura 12A e B, estão representadas as concentrações estriatais de 
DA e seu metabólito DOPAC. A DA apresentou-se reduzida (p<0,001) nos 
grupos 6-OHDA+salina, 6-OHDA+l-triptofano (p<0,05), 6-OHDA+sertralina 
(p<0,01), 6-OHDA+venlafaxina (p<0,01) e 6-OHDA+nortriptilina (p<0,001) em 
comparação ao grupo sham+salina no 21º após a infusão da neurotoxina. Em 
relação ao DOPAC os grupos sham+l-triptofano (p<0,05), 6-OHDA+salina 
(p<0,01), 6-OHDA+l-triptofano (p<0,05), 6-OHDA+sertralina (p<0,05) e 6-
OHDA+nortriptilina (p<0,01), demostraram redução na concentração quando 
comparados com o grupo sham+salina.  
 De acordo com as concentrações hipocampais de 5-HT e seu metabólito 
5-HIAA verificamos redução na 5-HT no dia 21 após a cirurgia no grupo 6-
OHDA+salina e um aumento nos grupos sham+l-triptofano, sham+sertralina e 
sham+venlafaxina (todos p<0.05) quando comparados com o grupo 
sham+salina. Apenas o grupo 6-OHDA+l-triptofano demonstrou aumento 
significativo na concentração do 5HIIA (P<0,001) comparado com o grupo 
sham+salina no dia 21 após a infusão da neurotoxina (Fig. 13A e B). A 
concentração hipocampal de NA demonstrou estar reduzida nos grupos 6-
OHDA+salina (p<0,01), 6-OHDA+l-triptofano (p<0,05), 6-OHDA+sertralina 
(p<0,01), 6-OHDA+venlafaxina (p <0,01) e 6-OHDA+nortriptilina (p<0,05) em 



























































































































































































































Figura 12: Níveis de DA e DOPAC estriatais 21 dias após a infusão de 6-OHDA na SNpc e e 
tratamento com antidepressivos e l-triptofano.Os dados foram obtidos após o tratamento com 
100 mg/Kg de l-triptofano, 10 mg/Kg de sertralina, 10mg/Kg de venlafaxina ou 20 mg/Kg de 
nortriptilina. Os dados são expressos como média ± erro padrão (n=6/grupo). * p<0,05 ** 
p<0,01 e *** p<0,001 em relação ao grupo sham + salina. (ANOVA de uma via seguido pelo 























































































































































































































































































































Figura 13 Concentração hipocampal de NA, 5-HT e 5-HIIA após a infusão da 6-OHDA e 
tratamento com antidepressivos e l-triptofano. Os dados foram obtidos após o tratamento com 
100 mg/Kg de l-triptofano, 10 mg/Kg de sertralina, 10mg/Kg de venlafaxina ou 20 mg/Kg de 
nortriptilina. Os dados são expressos como média ± erro padrão (n = 6 / grupo). * p<0,05 ** 
p<0,01 e *** p<0,001 em relação ao grupo sham + salina. (ANOVA de uma via seguido pelo 
teste post hoc de Newman-Keuls). 
 
4.2.3 Correlação entre os comportamentos tipo depressivos e a 5-HT 
hipocampal 
 A alteração do neurotransmissor 5-HT foi fortemente correlacionada com 
os comportamentos tipo depressivos apresentados pelos animais testados 21 
dias após a cirurgia estereotáxica. O coeficiente de correlação de Pearson 
revelou correlações positivas entre a concentração hipocampal de 5-HT e o 
42 
 
tempo de natação (r=0,93, p<0,001) (Fig. 14 A) e a porcentagem de preferência 
por sacarose (r=0,74, p=0,0138), apresentada na Fig. 14 B. 




























    





























Figura 14: Correlação entre os níveis de 5-HT hipocampal e os comportamentos tipos 
depressivos. Comportamento tipo depressivo foi correlacionado com o sistema serotoninérgico 
utilizando a média dos grupos. Os coeficientes de correlação de Pearson foram calculados 
para o seguinte: (A) 5-HT × natação, (B) 5-HT × preferência por sacarose. 
 
4.3 EXPERIMENTO 3: AVALIAÇÃO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DE 
DROGAS ANTI-INFLAMATÓRIAS 
 
 Diante da necessidade em avaliar se drogas AINEs possuem efeito 
antidepressivo executamos este experimento, que foi dividido em dois 
procedimentos: tratamento agudo e o tratamento prolongado como descrito a 
seguir: 
 
 Tratamento agudo; 
 Os ratos foram distribuídos em quatro grupos (n=8/grupo): 0,9 % de 
solução salina (controle), 10 mg/Kg de celecoxib, de 10 mg/Kg de piroxicam e 
20 mg/Kg de imipramina (controle positivo). Três administrações das drogas 
foram realizadas por gavagem, 1, 5 e 24 h antes de testar os animais no CA e 
no teste de NF (Slattery e Cryan, 2012). Ao final do teste os animais foram 




 Tratamento prolongado 
 Neste protocolo, os animais foram distribuídos aleatoriamente em grupos 
de oito: estressado+salina (n=9), estressado+imipramina (n=15), 
estressado+celecoxibe (n=11), estressado+piroxicam (n=11), não 
estressado+salina (n=10), não estressado+imipramina (n = 10), não 
estressado+celecoxib (n=10), e não estressado+piroxicam (n = 10). Apenas os 
grupos estressados foram submetidos ao protocolo de CMS, durante todo o 
experimento (42 dias). Após 3 semanas de exposição ao CMS, os tratamentos 
com as drogas (gavagem) foram iniciados e perdurou por 21 dias (desde o dia 
21 até o dia 42). O teste de preferência por sacarose foi realizado nos dias 0 
(basal), 7, 14, 21, 22, 28, 35, e 42 do experimento. Os animais do grupo não 
estressados foram alocados individualmente em gaiolas de polipropileno antes 
do teste de preferência por sacarose e alojados em grupos novamente ao final 
do teste. Este procedimento foi realizado uma vez por semana (2 semanas) 
antes do início dos experimentos para a habituação dos animais . 
 






4.3.1 Efeitos comportamentais do tratamento agudo com o celecoxibe e o 
piroxicam  
 Nem o tratamento agudo com os anti-inflamatórios, nem tratamento com 
imipramina (controle positivo) alterou a velocidade de locomoção e a distância 
percorrida no teste de CA em comparação com o grupo salina (dados não 
mostrados). 
 No teste de NF os grupos celecoxibe (p<0,001), piroxicam (p<0,001) e 
imipramina (p<0,05) apresentaram aumento do tempo de natação em 
comparação com o grupo salina, assim como redução do tempo de 
imobilidade: celecoxibe (p<0,05), piroxicam (p<0,01), e imipramina (p<0,05). No 
parâmetro da escalada, apenas o grupo imipramina apresentou aumento no 














































































































Figura 16: Avaliação do efeito antidepressivo do celecoxibe e piroxicam no teste de NF. Teste 
NF 1 h após o tratamento agudo com 10 mg/Kg de celecoxib, de 10 mg/Kg de piroxicam, e 20 
mg/Kg de imipramina em ratos. (A) tempo de natação e (B) tempo de imobilidade. Os dados 
são expressos como média ± erro padrão (n = 8/grupo). *p<0,05, **p<0,01, comparado com o 





4.3.2 Efeitos do tratamento prolongado com o celecoxibe e o piroxicam nos 
testes comportamentais 
 Em relação aos efeitos do CMS nos animais e reversão da anedonia 
pelos AINEs (celecoxibe e piroxicam), demonstramos que o CMS foi capaz de 
produzir anedonia nos animais, através da diferença na preferência por 
sacarose apresentada entre os grupos estressados e não estressados no dia 7 
(p<0,01), 14 (p<0,01) e 21 (p<0,001). Este efeito de anedonia se manteve 
ainda até o tratamento agudo nos grupos estressado+imipramina, 
estressado+celecoxibe (n = 11), estressado+piroxicam (todos p<0,01) e até o 
dia 42 no grupo estressado+salina em comparação com os grupos não 
estressado+salina (p<0,05). No dia 42, os grupos estressados tratados com 
celecoxibe e piroxicam não exibiram nenhuma diferença dos respectivos 
grupos não estressados e diferiram significativamente entre o grupo estressado 
































































































Figura 17: Efeito do CMS e tratamento prolongado com celecoxibe e piroxicam. 
Comportamento tipo anedonico induzido por estresse crônico moderado nos grupos tratados 
com: solução salina 0,9%, imipramina 20 mg/Kg celecoxibe 10 mg/Kg e piroxicam 10 mg/Kg. A 
linha a tracejado vertical indica o início do tratamento agudo e de longo prazo com os 
medicamentos. Os dados são expressos como média ± erro padrão (n = 9-15/grupo). * p<0,05, 
** p<0,01, *** p<0,001, em comparação com o grupo não estressado salina; # p<0,05, # # 
p<0,01, comparado com o grupo estressado salina. (ANOVA de duas vias seguido pelo teste 




4.3.3 Determinação dos níveis de monoamina após tratamento agudo com 
celecoxibe e piroxicam 
 A análise dos níveis de 5-HT no hipocampo revelou que o tratamento 
agudo com piroxicam (p<0,05) e imipramina (p<0,01) foi capaz de aumentar o 
nível deste neurotransmissor quando comparado ao grupo salina. Os grupos 
celecoxibe (p<0,05), piroxicam (p<0,05) e imipramina (p<0,05) apresentaram 
ainda aumento nos níveis de 5-HIAA em comparação com o grupo salina. O 
nível de NA hipocampal aumentou nos grupos piroxicam (p<0,01) e imipramina 


































































































Figura 18: Níveis hipocampais de 5-HT, 5-HIIA e NA após tratamento agudo com celecoxibe e 
piroxicam. Os animais forarm tratados agudamente com: 10 mg/Kg de celecoxibe, 10 mg/Kg de 
piroxicam, e 20 mg/Kg de imipramina. (A) Níveis de 5-HT (B) Níveis de 5-HIAA (C) Níveis de 
NA. Os dados são expressos como média ± erro padrão (n=5/grupo). *p<0,05, **p<0,01, 







4.4 EXPERIMENTO 4: AVALIAÇÃO DO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO 
PIROXICAM NA DEPRESSÃO NO MODELO ANIMAL DA DP - 6-OHDA 
 
 O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito antidepressivo do AINE 
piroxicam no modelo animal da DP 6-OHDA. Os animais foram distribuídos em 
quatro grupos: sham+salina 0,9 % (n=7/8), sham+10 mg/kg piroxicam (n=7/9), 
6-OHDA+salina (n=7/8) e 6-OHDA+piroxicam (n=6/9). No dia 0 os animais 
foram submetidos à cirurgia estereotáxica. Uma hora após a cirurgia os animais 
foram tratados com piroxicam ou solução salina por gavagem uma vez por dia 
durante 21 dias sendo que a última administração ocorreu 1 h antes do teste 
comportamental.  
 O teste de CA foi realizado nos dias 1 e 21 após a infusão da 
neurotoxina. Além disso, os animais foram avaliados nos testes de NF e 
preferência por sacarose no dia 21. Imediatamente após o teste 
comportamental, os animais foram decapitados e seus cérebros retirados para 
a dissecação do estriado e hipocampo para análise neuroquímica ou 
perfundidos intracardialmente para imunohistoquímica. Este experimento foi 
realizado em duplicata onde um grupo foi submetido aos testes de CA e NF e 
outro grupo ao teste de preferência por sacarose. 
 
 
Figura 19: Representação esquemática do experimento 4. 6-OHDA: 6-hidroxidopamina; LCR: 
liquido cefalorraquidiano; CA: campo aberto; NF: teste de natação forçada. 
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4.4.1 Efeito do tratamento prolongado com o piroxicam nos testes 
comportamentais 
 No teste de CA, como pode ser visto na Tabela 3 o grupo 6–
OHDA+salina demonstrou diminuição do número de quadrantes percorridos 
(p<0,01) e da frequência de levantar (p<0,01) e aumento do tempo de 
imobilidade (p<0,05) em comparação com o grupo sham+salina, apenas 1 dia 
após a infusão da 6-OHDA. 
 No teste de NF, demonstramos que o grupo 6-OHDA+salina apresentou 
redução do tempo de natação (p<0,05) e aumento do tempo de imobilidade 
(p<0,001) em comparação ao grupo sham+salina (Fig. 20 A e B). No parâmetro 
tempo de escalada nenhum grupo apresentou diferença (dados não 
mostrados). 
 O teste de preferência por sacarose (Fig. 21) revelou que 21 dias após a 
exposição à neurotoxina, apenas o grupo 6-OHDA+salina (p<0,05) apresentou 
redução em relação ao grupo sham+salina. 
Todos os valores são expressos como média ± erro padrão (n = 7-10 / grupo). *p<0,05, 
**p<0,01 em comparação com o grupo sham+salina. (ANOVA de uma via seguido pelo teste 






































































































Figura 20: Efeito antidepressivo do piroxicam no teste de NF 21 dias após a infusão da 6-
OHDA. Tratamento prolongado (21 dias) com 10mg/Kg de piroxicam, após a infusão de 6-
OHDA na SNpc. (A) tempo de Natação e (B) tempo de imobilidade. Os dados são expressos 
como média ± erro padrão (n=6-7/grupo). *p<0,05 e ***p<0,001 em comparação com o grupo 




































Figura 21: Consumo de sacarose após a infusão da 6-OHDA e tratamento com piroxicam por 
21 dias. Percentual da preferência por sacarose 1 semana antes (basal) e 21 dias após a 
infusão de 6-OHDA na SNpc e o tratamento com piroxicam 10 mg/Kg. Os dados são expressos 
como média ± erro padrão (n=8-9/grupo). *p<0,05 em relação ao grupo sham + salina. (ANOVA 
de duas vias seguido pelo teste post hoc de Bonferroni). 
 
4.4.2 Determinação dos níveis de monoamina após tratamento prolongado com 
piroxicam  
 A Figura 22A-C, mostra as concentrações estriatais de DA, DOPAC e 
HVA. A DA apresenta reduzida (p<0,001) nos grupos 6-OHDA+salina e 6-




infusão da 6-OHDA. Da mesma forma, ambos os grupos apresentaram 
redução significativa da concentração de DOPAC e HVA em comparação ao 
grupo sham+salina (ambos p<0,001).  
 Em relação às análises da 5-HT e seu metabólito 5HIAA hipocampal, 
evidenciamos que tanto a 5HT quanto a 5HIAA estão reduzidas no grupo 6-
OHDA+salina (p<0,001) quando comparado com o grupo sham+salina. No 
entanto, o grupo 6-OHDA+piroxicam não apresentou redução em relação ao 








































































































































Figura 22: Concentrações estriatais de DA, DOPAC e HVA obtido 21 dias após a infusão de 6-
OHDA na SNpc e tratamento com o piroxicam 10mg/Kg. (A) concentrações de DA, (B) 
concentrações de DOPAC e (C) concentrações de HVA. Os dados são expressos como média 
± erro padrão (n = 8/grupo). ***p<0,001 em comparação com o grupo sham+salina. (ANOVA de 

































































































Figura 23: Concentrações hipocampal de 5HT e 5-HIAA 21 dias após a infusão de 6-OHDA na 
SNpc e do tratamento com piroxicam 10mg/kg. (A) concentrações da 5HT e (B) concentrações 
de 5HIAA. Os dados são expressos como média ± erro padrão (n=7/grupos) ***p<0,001 em 
comparação com o grupo sham+salina. (ANOVA de uma via  seguido do teste pos hoc de 
Newman-Keuls). 
 
4.4.3 Quantificação neuronal na SNpc 
 A análise da população neuronal residente na SNpc revelou que os 
animais dos grupos lesados com 6-OHDA apresentaram uma perda neuronal. 
A quantificação de neurônios TH-ir positivos mostrou que a 6-OHDA produziu 
redução de 32,6 % (p<0,001) nos neurônios localizados na SNpc em ambos os 
grupos (6-OHDA+salina e 6-OHDA+piroxicam) em comparação com o grupo 














































































Figura 24: Análise imunohistoquímica e quantificação neuronal da SNpc 21 dias após a 
exposição a neurotoxina e tratamento piroxicam 10mg/Kg. (A): fotomicrografias representativas 
dos neurónios TH-ir do mesencéfalo ventral no painel A. (B) Quantificação da estereologia do 
número total de neurónios no SNpc para cada grupo. Os dados são expressos em 
porcentagem do grupo controle (n=19/grupo). *** p<0,01 comparado com o grupo sham + 







4.5 EXPERIMENTO 5: ENVOLVIMENTO DO SISTEMA SEROTONÉRGICO 
NO EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO PIROXICAM  
 
 Diante da necessidade de avaliar se o efeito antidepressivo apresentado 
pelo antiinflamatório piroxicam estava relacionado com o sistema 
serotonérgico, realizamos o experimento 5. Para tal foram utilizados sete 
grupos (n=8/grupo): salina (grupo controle), 3 mg/kg pizotifeno (antagonista 
não seletivo dos receptores de 5-HT), 10 mg/kg sertralina, 10 mg/kg piroxicam, 
sertralina+piroxicam, sertralina+pizotifeno, e piroxicam+pizotifeno. Três 
administrações das drogas foram realizadas, 1, 5 e 24 h antes dos testes 
comportamentais do CA e NF (Slattery e Cryan, 2012).  
 Piroxicam e sertralina foram administradas por gavagem, e o pizotifeno 
foi administrado por i.p. 30 minutos antes da gavagem. Imediatamente após o 
teste de NF, os animais foram decapitados e seus cérebros retirados para a 
dissecação do hipocampo análisado neuroquimicamente. 
 
 
Figura 25: Representação esquemática experimento 5. CA: campo aberto; NF: teste de 
natação forçada. 
 
4.5.1 Efeitos do tratamento agudo sobre os testes comportamentais 
 
 No teste de CA, a avaliação do número de quadrante percorrido e da 
frequência de levantar 1 h após a administração aguda revelou que nenhum 
dos grupos apresentou diferenças nestes parâmetros em comparação ao grupo 
salina (dados não mostrados). 
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 No teste de NF, o tempo de natação foi significativamente aumentado 
após o tratamento agudo nos grupos sertralina, piroxicam, e 
sertralina+piroxicam em comparação com o grupo salina (p<0,05, p<0,05 e 
p<0,001, respectivamente). O grupo sertralina+piroxicam também apresentou 
aumento significativo do tempo de natação em comparação com os grupos 
sertralina e piroxicam (ambos p<0,05). Em adição os grupos sertralina, 
piroxicam e sertralina+piroxicam exibiram diminuição do tempo de imobilidade 
em comparação com o grupo salina (todos p<0,05). Apenas o grupo de 
sertralina+piroxicam demontrou diminuição do tempo de escalada comparado 





















































































































































Figura 26: Avaliação do efeito antidepressivo no teste de NF do piroxicam associado ao 
pizotifeno. Comportamento dos animais no teste de NF 1 h após o tratamento agudo com 3 
mg/Kg de pizotifeno, 10 mg/Kg de sertralina, 10 mg/Kg de piroxicam e combinações destas 
drogas. (A) tempo de Natação. (B) tempo de imobilidade. (C) tempo de escalada. Os dados são 
expressos como média ± erro padrão (n = 8/grupo). *p<0,05, ***p<0,001, em comparação com 
o grupo salina; #p<0,05, em comparação com grupos sertralina e piroxicam (ANOVA de uma 







4.5.2. Determinação dos níveis de 5-HT e do 5-HIIA após tratamento agudo 
com o piroxicam  
 De acordo com a análise neuroquímica dos níveis de 5-HT e 5-HIAA 
hipocampal foi observado um aumento nos níveis de 5-HT nos grupos 
pizotifeno (p<0,05), sertralina (p<0,05), piroxicam (p<0,05), piroxicam+sertralina 
(p<0,01), pizotifeno+sertralina (p<0,05) e pizotifeno+piroxicam (p<0,05) quando 
comparados ao grupo salina. Com relação aos níveis de seu metabólito 5-HIAA 
os grupos pizotifeno, pizotifeno+piroxicam exibiram aumento (p<0,01 e 
p<0,001, respectivamente) e os grupos sertralina (p<0,01) e 
piroxicam+sertralina (p<0,05) redução em comparação com o grupo salina. 




































































































Figura 27: Concentrações hipocampais de 5-HT e 5-HIIA após o tratamento agudo com 
piroxicam e pizotifeno. Análise das concentrações de 5-HT e 5-HIAA após tratamento agudo 
com 3 mg/Kg de pizotifeno, 10 mg/Kg de sertralina, 10 mg/Kg de piroxicam, e combinações 
destas drogas. (A) concentrações de 5-HT. (B) concentrações de 5-HIAA. Os dados são 
expressos como média ± erro padrão (n = 8/grupo). * p <0,05, ** p <0,01, *** p <0,001, em 
comparação com o grupo salina; # p <0,05, em comparação com sertralina e piroxicam grupos 










  Testes comportamentais Neuroquímico Imunohistoquímica 
Experimento Grupos CA Natação Forçada Sacarose DA DOPAC HVA 5-HT 5-HIAA NA Nissl TH 
   Natação Imobilidade Escalada          
1 
sham 1 dia              
sham 7 dias              
sham 14 dias              
sham 21 dias              
6-OHDA 1 dia ↓        ↓ ↑  ↓  
6-OHDA 7 dias  ↓ ↑  ↓ ↓ ↓ ↓ ↓   ↓  
6-OHDA 14 dias  ↓ ↑   ↓  ↓ ↓   ↓  
6-OHDA 21 dias  ↓ ↑  ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓  ↓  
2 
 
sham+salina              
sham+l-triptofano  ↑ ↓    ↓  ↑ ↑    
sham+sertralina  ↑ ↓      ↑     
sham+venlafaxina  ↑ ↓      ↑     
sham+nortriptilina ↓  ↓           
6-OHDA+salina  ↓ ↑  ↓ ↓ ↓  ↓  ↓   
6-OHDA+l-triptofano  ↑ ↓   ↓ ↓    ↓   
6-OHDA+sertralina   ↓   ↓ ↓    ↓   
6-OHDA+venlafaxina   ↓   ↓     ↓   
6-OHDA+nortriptilina ↓  ↓   ↓ ↓    ↓   
3 
Salina     ↓
b





       ↑
a


















          
4 
 
sham+salina              
sham+piroxicam              
6-OHDA+salina  ↓ ↑  ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓   ↓ 
6-OHDA+piroxicam      ↓ ↓ ↓     ↓ 
5 
 
salina              
pizotifeno         ↑ ↑    
sertralina  ↑ ↓      ↑ ↓    
piroxicam  ↑ ↓      ↑     
sertralina+piroxicam  ↑↑ ↓ ↓     ↑ ↓    
sertralina+pizotifeno         ↑     
piroxicam+pizotifeno         ↑ ↑    
a
 tratamento agudo,  
b 
grupo salina estressado (CMS). 





5.1 DEPRESSÃO NO MODELO ANIMAL DA DP 6-OHDA 
 
 Os resultados da primeira parte deste estudo mostraram no modelo 
animal da DP induzido pela neurotoxina 6-OHDA comportamentos tipo 
depressivos associados a redução de DA estriatal e 5-HT hipocampal. Após a 
infusão bilateral da neurotoxina na SNpc, os animais apresentaram notáveis 
alterações nos tempos de natação e de imobilidade avaliadas através do teste 
de NF. Além disso, um padrão semelhante a anedonia foi observado na 
redução no consumo de sacarose. Em adição, a redução da população de 
neurônios na SNpc foi consistente e observada em todos os pontos do curso 
temporal investigados. A redução dos níveis estriatais e hipocampais de DA e 
5-HT, respectivamente, também se apresentou de forma contínua. As 
alterações comportamentais e os níveis dos neurotransmissores, promovido 
pela lesão, apresentaram ainda fortes correlações, relatadas entre a 5-HT e 
natação, DA e imobilidade, 5-HT e a preferência por sacarose e DA e 
preferência por sacarose. 
 O tratamento durante 21 dias com sertralina, venlafaxina, nortriptilina e  
l-triptofano foi capaz de impedir o comportamento tipo depressivo e a redução 
de 5-HT hipocampal observados, na Figura 12, em ratos lesionados com a 
neurotoxina 6-OHDA. Entretanto, os tratamentos não foram capazes de impedir 
a redução da DA no estriado e da NA no hipocampo (Figura 13).  
 A atividade motora dos animais foi avaliada através do teste de CA, a fim 
de descartar um possível viés motor nos parâmetros tipo depressivos 
analizados. Os resultados representados na Figura 2 demonstraram que os 
animais lesados com 6-OHDA apresentam alteração motora apenas 1 dia após 
a cirurgia. Esta recuperação motora ja havia sido relatada na literatura e pode 
ser explicada pela ativação de mecanismos compensatórios de plasticidade 
desencadeados pelos neurônios restantes associados a mudanças no número 
e/ou afinidade dos receptores dopaminérgicos (Perry et al., 2005; Lima et al., 
2007). Porém, como podemos observar na Tabela 2 os animais tratados com 
nortriptilina apresentaram uma redução motora no 21º dia após a cirurgia. Os 
resultados da atividade motora e do teste de NF destes animais estão em 
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direções opostas, ou seja, os ratos apresentaram diminuição na atividade 
motora e aumento no tempo de natação, o que, segundo Slattery e Cryan 
(2012), torna o resultado do teste de NF válido.    
 A depressão é um sintoma comum entre os pacientes com DP, 
considerada como uma importante síndrome que pode agravar e levar a 
consequências na evolução do processo da DP, além de apresentar uma 
grande influência sobre a qualidade de vida dos pacientes (Kanda et al., 2008; 
Frisina et al., 2009). De acordo Politis et al. (2010), as mudanças de humor 
foram o segundo problema de autorrelato mais frequente em um estudo com 
pacientes com DP avançada. 
 Mesmo com tamanha importância, existem poucos estudos em modelos 
animais de DP com foco na depressão. O teste de NF se tornou uma 
ferramenta amplamente utilizada para o estudo de comportamento tipo 
depressivo e principalmente para a avaliação do efeito antidepressivo de 
drogas. Este foi desenvolvido como um teste de triagem para drogas com 
potencial atividade antidepressiva (Porsolt et al., 1978). No presente estudo, foi 
utilizado o teste de NF modificado e avaliados os tempos de natação, 
imobilidade e escalada. A duração prolongada da imobilidade é geralmente 
considerada como ''desespero comportamental'' que pode ser extrapolada para 
um estado semelhante ao da depressão humana (Malkesman e Weller, 2009). 
Este teste permite ainda fazermos uma correlação entre os comportamentos 
analisados com os diferentes sistemas de neurotransmissores (por exemplo, 
natação com o sistema serotonérgico; imobilidade com o sistema 
dopaminérgico). Portanto, a utilização de bloqueadores de recaptação de 
serotonina aumenta o tempo de natação (Detke et al., 1995; Lucki, 1997; Cryan 
e Lucki 2002). 
 De acordo com os nossos resultados, mostrados na Figura 3, os grupos 
da 6-OHDA demostraram redução do tempo de natação nos dias 7, 14 e 21. 
Em paralelo, aumento significativo do tempo de imobilidade em comparação 
com o grupo sham nos mesmos dias. A diminuição do tempo de natação 
sugere que os sinais tipo depressivos observados em animais lesionados estão 
relacionadas com a deficiência do sistema serotonérgico. Na Figuras 5, 
podemos observar que a infusão da neurotoxina na SNpc dos animais causa 
uma perda significativa de neurônios dopaminergicos nesta região nos dia 1, 7, 
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14 e 21 após a cirurgia assim como uma redução nos níveis estriatais de DA 
nos dias 7, 14 e 21 e hipocampais de 5-TH nos dia dias 1, 7, 14 e 21 apos a 
lesão, representados nas Figuras 6 e 7 respectivamente.  Os nossos resultados 
mostraram ainda na Figura 8 uma forte correlação entre os níveis de 5-HT e 
DA com o tempo de natação e o tempo de imobilidade, respectivamente, e 
ambos com preferência por sacarose, o que por sua vez é consistente com a 
hipótese de deficiência de neurotransmissor como a causa da depressão em 
pacientes com DP (Kanda et al., 2008; Tan et al., 2011). 
 Esta hipótese se fortalece com o fato de que os animais tratados com 
antidepressivos como a sertralina, venlafaxina e nortriptilina (mostrados na 
Figura 10) apresentaram parâmetros comportamentais similares aos dos 
animais tratados com l-triptofano no teste de NF, aumento do tempo de 
natação e redução do tempo de imobilidade nos grupos sham e impediram 
redução do tempo de natação e aumento do tempo de imobilidade nos animais 
lesados com 6-OHDA. Em adição, o nível de 5-HT hipocampal foi novamente 
correlacionado com os comportamentos tipo depressivos observados nos 
animais, sendo eles o tempo de natação e a preferência por sacarose. Por 
outro lado nenhuma droga foi capaz de impedir a redução de DA estriatal e de 
NA hipocampal (Figura 13). 
 De acordo com Tan et al. (2011) estudos demonstraram que os níveis de 
5-HT e seu metabólito 5-HIAA estão reduzidos no LCR de pacientes 
deprimidos. Outros estudos já demonstraram que os níveis de 5-HIAA no LCR 
de pacientes parkinsonianos são menores quando comparados com indivíduos 
saudáveis (Johansson e Roos, 1967; Gottfries et al, 1969; Chase et al., 1972) e 
essas reduções são ainda menores quando comparados indivíduos com DP e 
depressão e DP sem depressão (Mayeux et al.,1986).  
 O teste de preferência por sacarose foi utilizado para avaliar a anedonia 
(um sintoma da depressão; Papp et al., 1991; Wang et al., 2009) que é 
considerada como uma diminuição no consumo e preferência por soluções 
doces (por exemplo, solução de sacarose), indicando diminuição da 
capacidade de resposta aos estímulos de recompensa (Willner et al., 1987, 
1992; Papp et al., 1991; Moreau et al., 1995; Henningsen et al., 2009) e 
refletindo em um estado caracterizado como perda da capacidade de sentir 
prazer (Papp et al., 1991; Wang et al, 2009). No experimento 1 os grupos 6-
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OHDA do dia 7 e 21 demonstraram redução no consumo de sacarose (Figura 
4). Por outro lado, os animais lesados com 6-OHDA e tratados com os 
antidepressivos e o l-triptofano não apresentaram redução no consumo de 
sacarore 21 dias apos a lesão, representados na Figura 11. 
 A baixa atividade da 5-HT nos cérebros de pacientes com DP é 
considerada como um fator de risco para depressão (Kanda et al., 2008). Os 
sistemas de neurotransmissores (DA e 5-HT) estão envolvidos na regulação do 
humor e alterações nesses sistemas estão associados com a depressão na 
população em geral e em pacientes com doenças neurodegenerativas, como 
DP (Aarsland et al., 2012). De acordo com Kanda et al. (2008) e Suzuki et al., 
(2008) a 5-HT tem a função inibitória na liberação de DA no estriado, assim, a 
redução do neurotransmissor 5-HT pode ser um mecanismo compensatório 
relacionado com a redução da neurotransmissão dopaminérgica na DP. 
 
5.2 EFEITO ANTIDEPRESSIVO DO CELECOXIBE E PIROXICAM 
  
 Em relação ao estudo do efeito antidepressivo dos AINEs, demostrado 
na Figura 16, o tratamento agudo com celecoxibe e piroxicam levou a 
diminuição do tempo de imobilidade e aumento do tempo de natação, sem 
alterar a atividade motora dos animais. Os níveis de 5-HT e NA no hipocampo 
também foram aumentados pelo tratamento agudo com piroxicam (Figura 18). 
O tratamento prolongado com piroxicam e celecoxibe reverteu à redução da 
preferência por sacarose, causado pelo CMS, semelhante ao grupo imipramina 
(antidepressivo tricíclico), sendo capazes, portanto, de reverter o estado 
"anedônico" dos animais (Figura 17). Considerando-se que este modelo tem 
boa validade de face, validade de constructo e validade preditiva (Kumar et al., 
2011; Larsen et al., 2010), os resultados sugerem que os AINEs, piroxicam e 
celecoxibe, apresentaram um importante efeito antidepressivo.  
 No experimento 4, no qual avaliamos o efeito tipo antidepressivo do 
piroxicam no modelo animal da DP 6-OHDA, observamos nas Figuras 20 e 21 
que o tratamento prolongado por 21 dias com piroxicam impediu o 
aparecimento do comportamento tipo depressivo nos testes de NF e 
preferência por sacarose, nos animais lesados com 6-OHDA. O grupo 6-
OHDA+piroxicam também não apresentou diferença no nível de 5-HT 
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hipocampal comparado com o grupo sham+salina (Figura 23). Por outro lado, o 
tratamento prolongado com o piroxicam não foi capaz de previnir a perda de 
neurônios dopaminérnicos e consequentemente a redução de DA estriatal, 
como demostrado nas Figuras 24 e 22, respectivamente. 
 O papel da inflamação na fisiopatologia da depressão, esta cada vez, 
mais reconhecido na literatura e vem sendo descrita como a hipótese 
inflamatória ou de citocina da depressão (Li et al., 2011). Evidências sugerem 
que a ativação contínua do sistema imune e/ou a inflamação crônica podem ser 
um dos processos patológicos da depressão (Currier e Nemeroff, 2010). Em 
adição, a expressão neuronal de COX-2 esta relacionada com apoptose e 
envolvida na resposta ao estresse (McCoy et al., 2006). De acordo com Maes 
et al. (1993) a disfunção no sistema serotonérgico na depressão é 
consequência da ativação imune mediada por células. Na resposta inflamatória 
inicial a imunidade inata inicia a ativação de uma cascata que resulta na 
ativação e no recrutamento da imunidade adaptativa (Mosley et al, 2006). Por 
conseguinte, as citocinas pró-inflamatórias liberadas durante a resposta imune 
inata e adaptativa podem levar ao aparecimento de doenças do SNC 
(Neurauter et al., 2008). Estudos têm mostrado que condições de estresse 
estão associadas com um aumento na atividade do eixo HPA e elevação da 
corticosterona sérica (Palermo-Neto, et al., 2003; Costa-Pinto e Palermo-Neto, 
2010). Em adição, estudos realizados por Guimarães et al. (1993) e Joca et al. 
(2003) sustentam a idéia de que, a ativação do eixo HPA em resposta ao 
estresse crônico, induz alteração no sistema serotonérgico hipocampal, 
predispondo o indivíduo ao desenvolvimento da depressão. 
 Por outro lado sabe-se que as citocinas também facilitam a ativação da 
microglia (Huang e Halliday, 2012), que por sua vez passa a secretar altos 
níveis de mediadores pró-inflamatórios que induzem a morte dos neurônios 
dopaminérgicos e aumentam ainda mais a ativação destas células, o que 
resulta em um ciclo de promoção de inflamação e neurodegeneração (Collins 
et al., 2012). Desta forma, em relação ao mecanismo antidepressivo do 
celecoxibe, acreditamos que seu efeito esteja relacionado à sua capacidade de 
reduzir os níveis de IL-6 ou inibir PGE2 como descrito por outros autores 
(Hinson et al., 1996; El-Ghazaly et al, 2010; Abbasi et al, 2012).  
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 Outra hipótese para explicar os nossos resultados e o mecanismo de 
ação do piroxicam, seria a relação entre a neuroinflamação e redução do 
neurotransmissor 5-HT. A mudança nos níveis de citocinas e PGE2 após o 
tratamento piroxicam pode estar envolvida no seu efeito antidepressivo. De 
acordo com alguns autores, os níveis de citocinas pró-inflamatórias estão 
aumentas na SNpc, estriado e LCR de pacientes com DP (Nagatsu et al., 2000; 
Hirsch et al, 2013). Assim como o aumento da concentração de citocinas pró-
inflamatórias, tais como a interleucina IL-1, IL-6 e TNFα, e tambem PGE2 foram 
observados no sangue e LCR de pacientes deprimidos (Calabrese et al., 1986; 
Thomas et al., 2005; Kahl et al., 2006; Dowlati et al., 2010). Estudos em 
animais e humanos indicam que as citocinas interagem com muitos domínios 
fisiopatológicos que caracterizam a depressão como o metabolismo de 
neurotransmissores, função neuroendócrina e plasticidade sináptica (Miller et 
al, 2009; Loftis et al., 2010; Kuan-Pin, 2012).  
 No experimento 5, verificou-se que o tratamento agudo com piroxicam 
promoveu um efeito antidepressivo no teste de NF que foi associada com um 
aumento nos níveis de 5-HT no hipocampo. Além disso, este efeito foi 
potencializado pela adição de sertralina, mas bloqueado pela administração do 
pizotifeno, antagonista não seletivo do receptor de 5-HT, como podemos 
observar nas Figuras 26 e 27. 
De acordo com Maes et al. (2011) citocinas pró-inflamatórias são 
capazes de reduzir o nível de 5-HT através da ativação da enzima IDO. A IDO, 
como descrito na introdução desta tese, é uma enzima que degrada triptofano 
em catabólitos de triptofano (TRICATs) e nicotinamida, reduzindo a 
biodisponibilidade do triptofano para a síntese de 5-HT (Neumeister et al., 
2004). O neurotransmissor 5-HT é derivado do aminoácido essencial, 
triptofano, e a sua síntese no cérebro é altamente dependente da 
biodisponibilidade de triptofano no plasma (Fernstrom, 1983), desta forma a 
ativação da IDO por citocinas pró-inflamatórias, induz o metabolismo do 
triptofano, reduzindo sua bio-disponibilidade e consequentemente o nível de 5-
HT nos neurônios (Leonard and Maes, 2012). 
 Em adição, além das citocinas, a PGE2 tambem é capaz de reduzir o 
nível de 5-HT através da ativação da enzima IDO (Byrne et al., 1986; Braun et 
al., 2005; Dantzer et al., 2008; O'Connor et al., 2009). Desta forma, 
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acreditamos que fármacos anti-inflamatórios, tais como o celecoxibe e o 
piroxicam, exercem a sua ação através da inibição da inflamação e, 




6. CONSIDERAÇÕES FINAIS  
 
  Os resultados deste estudo demonstraram que o modelo animal da DP 
induzido pela neurotoxina 6-OHDA produz comportamentos tipo depressivo em 
ratos e promove déficits de DA no estriado e 5-HT e NA no hipocampo. As 
alterações comportamentais e os níveis dos neurotransmissores foram ainda 
fortementes correlacionados entre a 5-HT hipocampal e o tempo de natação, 
DA do estriado e imobilidade, 5-HT do hipocampo e a preferência por sacarose 
e o nível de DA estriatal e a preferência por sacarose.  
 Estes comportamentos tipo depressivos e a redução dos niveis 
hipocampais de 5-HT foram revertidos com o tratamento prolongado de drogas 
antidepressivas de diferentes classes, sertralina (ISRS), venlafaxina (ISRSN) e 
nortriptilina (antidepressivo tricíclico) tal como o l-triptofano (precursor da 5-HT).  
 O terceiro experimento demonstrou que a administração aguda por via 
oral dos AINEs, piroxicam e celecoxibe, execeu efeito antidepressivo no teste 
de NF e promoveu aumento dos níveis de 5-HT e NA no hipocampo pelo 
piroxicam. No modelo de depressão do CMS o tratamento prolongado com 
ambos os AINEs restauraram a preferência por sacarose dos animais reduzida 
pelo CMS.  
 Quando administrado a animais lesados com a neurotoxina 6-OHDA por 
21 dias o piroxicam foi capaz de impedir o aparecimento do comportamento 
tipo depressivo nos testes de NF e de preferência por sacarose assim como a 
redução de 5-HT hipocampal, porém não foi capaz de impedir a redução de DA 
no estriado. No teste de NF o efeito antidepressivo do piroxicam, administrado 
agudamente, foi associado a um aumento nos níveis de 5-HT no hipocampo, 
devido ao fato do seu efeito antidepressivo ter sido anulado por um bloqueador 
não seletivo de 5-HT, o pizotifeno. 
 Em suma, demostramos que a depressão esta presente no modelo 
animal da DP 6-OHDA, que pode ser revertida tanto com drogas 
antidepressivas ou l-triptofano quanto por AINEs que atuam no sistema 
serotonérgico. Sugerimos ainda que a depressão associada ao modelo animal 
de DP induzido por 6-OHDA está relacionada à alteração no sistema 
serotonérgico causada pelo menos em parte por um processo de 
neuroinflamação e que o efeito antidepressivo dos AINEs celecoxibe e 
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piroxicam está ligado à sua capacidade de inibir este processo inflamatório e 
consequentemente a redução de 5-HT central. 
 Um resumo dos processos descritos nesta tese está esquematicamente 
representado na Figura 28. 
 
 
Figura 28 Esquema proposto para a causa da depressão no modelo animal da DP 6-OHDA e 
mecanismo de ação antidepressivo dos AINEs, dos antidepressivos e do l-triptofano. Linha 
vermelha: causa da depressão no modelo animal da DP 6-OHDA, linha azul: mecanismo de 
ação do efeito antidepressivo dos AINEs celecoxibe e piroxicam, linha verde: mecanismo de 
ação dos antidepressivos sertralina, venlafaxina, nortriptilina e linha roxa: mecanismo de ação 
do l-triptofano. 6-OHDA: 6-hidroxidopamina, DP: doença de Parkinson, SNpc: substância negra 
parte compacta, COX: cicloxigenase, PGE2: prostaglandina E2; IL: interleucina, IFNγ: 
interferon gama, TNFα: fator de necrose tumoral alfa, IDO: indolamina 2,3-dioxigenase; 
TRICATs: catabólitos de triptofano; 5-HT: serotonina. 
  
+ ativação 





1) A infusão bilateral da neurotoxina 6-OHDA na SNpc de ratos é capaz de 
produzir comportamentos tipo depressivos observados nos testes de NF e 
preferência por sacarose. 
2) A neurotoxina 6-OHDA foi capaz de promover perda acentuada de neurônios 
dopaminérgicos na SNpc dos animais nos dias 1, 7, 14 e 21 e consequente 
redução dos níveis estiatais de DA nos dia 7, 14 e 21 após a infusão. 
3) Os animais lesados com 6-OHDA apresentaram reduções hipocampais de 5-
HT nos dias 1, 7, 14 e 21 após a infusão da neurotoxina. 
4) Os sintomas depressivos observados nos animais lesados foram 
correlacionados com a redução hipocampal de 5-HT e estriatais de DA. 
5) O tratamento por 21 dias com os antidepressivos, sertralina (ISRS), 
venlaxafina (ISRSN) e nortriptilina (antidepressivo tricíclico) foi capaz de 
reverter o comportamento tipo depressivo observado no modelo da DP 6-
OHDA. 
6) O sistema serotonérgico parece estar envolvido nos comportamentos tipo 
depressivos observados em animais lesados com 6-OHDA, uma vez que o 
tratamento prolongado com l-triptofano (precursor da 5-HT) foi capaz de 
reverter estes sinais de maneira similar aos antidepressivos citados acima. 
7) O tratamento com os antidepressivos e o l-triptofano foi capaz de impedir a 
redução hipocampal de 5-HT observada em animais lesados com 6-OHDA.  
8) Os  AINEs, celecoxibe e piroxicam, demostraram efeitos tipo antidepressivos 
no teste de NF após tratamento agudo e no no modelo do CMS após 
tratamento prolongado. 
9) O tratamento agudo com piroxicam promoveu o aumento dos níveis 
hipocampais de 5-HT e NA. 
10) O piroxicam apresentou efeito tipo antidepressivo no modelo animal da DP 
6-OHDA, após tratamento prolongado por 21 dias. 
11) Os animais lesados com 6-OHDA e tratados com piroxicam não 
apresentaram redução dos níveis de 5-HT hipocampais. 
12) O efeito tipo depressivo do piroxicam (tratamento agudo) no teste de NF é 
dependente do sistema serotonérgico, devido ao fato de seu efeito ter sido 
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a  b  s  t  r  a  c  t
Among  the non-motor  phenomena  of  Parkinson’s  disease  (PD)  are  depressive  symptoms,  with  a preva-
lence  of  40–70%.  The  reason  for  this  high  prevalence  is  not  yet  clear.  The  basal  ganglia  receives  dopamine
(DA)  inputs  from  the  substantia  nigra  pars  compacta  (SNpc),  which  is  known  to be  impaired  in PD  patients.
The neurotransmitter  deficiency  hypothesis  of  PD  considers  that  low  serotonin  (5-hydroxytryptamine
[5-HT]) activity  in  the brain  in  PD  patients  is a  risk  factor  for depression.  We  investigated  whether  DA
depletion  promoted  by  the  neurotoxin  6-hydroxydopamine  (6-OHDA)  is able  to  induce  depressive-like
behavior  and  neurotransmitter  alterations  that are  similar  to  those  observed  in PD. To test  this  hypoth-
esis,  we  performed  intranigral  injections  of  6-OHDA  in  male  Wistar  rats  and conducted  motor  behavior,
depressive-like  behavior,  histological,  and neurochemical  tests.  After  the  motor  recovery  period,  6-OHDA
was  able  to  produce  anhedonia  and  behavioral  despair  7, 14,  and  21 days  after  neurotoxin  infusion.  These
altered  behavioral  responses  were  accompanied  by reductions  of striatal  DA.  Additionally,  decreases
in  hippocampal  5-HT  content  were  detected  in  the  6-OHDA  group.  Notably,  correlations  were  found
between  5-HT  and DA  levels  and  swimming,  immobility,  and  sucrose  preference.  Our  results  indicate
that  6-OHDA  produced  depressive-like  behavior  accompanied  by striatal  DA  and  hippocampal  5-HT
reductions.  Moreover,  DA  and  5-HT  levels  were  strongly  correlated  with  “emotional”  impairments,  sug-
gesting  the  important  participation  of  these  neurotransmitters  in  anhedonia  and  behavioral  despair  after
6-OHDA-induced  nigral  lesions.. IntroductionParkinson’s disease (PD) is the second most common neurode-
enerative disease among the elderly, second only to Alzheimer’s
isease [1,2]. Presently, the major clinical features of PD include
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the asymmetric onset of bradykinesia, rigidity, resting tremor, and
disturbances in balance [3]. In addition to these motor signs of PD,
comorbidities also affect these patients, leading to mental, emo-
tional, and social impairment, thus contributing to the reduction of
the quality of life of PD patients [4–7].
Among the non-motor signs of PD are depressive symptoms
[5,8–10], with a prevalence of 40–70% [8,9,11]. The reason for
this high prevalence is not yet clear. The basal ganglia receives
dopamine (DA) inputs from the substantia nigra pars compacta
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bservations of pathological features in the SNpc in depressed PD
atients, though only trending toward significance, appear to be
elevant and suggest that the nigrostriatal circuit is involved in
D-related depression [9].
Pathophysiological evidence indicates that serotonin (5-
ydroxytryptamine [5-HT]) is altered in patients with PD-
ssociated depression [12]. A 5-HT hypothesis has also been
roposed for PD-related depression [13]. This hypothesis posits
hat 5-HT induces DA release in the basal ganglia, which is down-
egulated by 5-HT2C receptors [14]. Decreases in 5-HT content or
ncreases in the inhibitory activity of 5-HT2C receptors may  be asso-
iated with a decrease in dopaminergic neurotransmission in PD
atients and the subsequent worsening of mood symptoms.
Changes in neural network activity in the basal ganglia may
mpact serotonergic neurotransmission, thus contributing to the
evelopment of depression in PD [15]. Recent studies indicate that
nimal models of PD are also able to produce comorbid depressive-
ike behaviors in PD [16–19]. We  previously reported that bilateral
njections of 6-hydroxydopamine (6-OHDA) into the SNpc pro-
uced depressive-like behavior that was strongly correlated with
mpairments in striatal DA and 5-HT [20]. The objective of the
resent study was to investigate the time-dependent relationship
etween depressive-like behavior and neurochemical (i.e., striatal
nd hippocampal) and histological changes in a bilateral intranigral
odel of PD induced by 6-OHDA.
. Materials and methods
.1. Animals
Male Wistar rats from our breeding colony were used, weigh-
ng 280–320 g at the beginning of the experiments. The animals
ere randomly housed in groups of five in polypropylene cages
ith wood shavings as bedding and maintained in a temperature-
ontrolled room (22 ± 2 ◦C) on a 12 h/12 h light/dark cycle (lights on
t 7:00 AM). The animals had free access to water and food through-
ut the experiment. All of the tests were performed weekly (each
uesday) between 9:00 AM and 11:00 AM.
The studies were performed in accordance with the guidelines
f the Committee on the Care and Use of Laboratory Animals,
nited States National Institutes of Health. The experimental proto-
ol complied with the recommendations of the Federal University
f Paraná and was approved by the University Ethics Committee
protocol no. 470).
.2. Experimental design
The rats were randomly distributed into eight groups: four
ham groups (cerebrospinal fluid [CSF]) served as controls and
our 6-Hydroxydopamine (6-OHDA) groups (6 g 6-OHDA in 1 l
f artificial cerebrospinal fluid, supplemented with 0.2% ascorbic
cid; Sigma, St. Louis, MO,  USA). The four 6-OHDA groups were fur-
her subdivided into eight additional groups: sham 1 day (n = 20),
-OHDA 1 day (n = 10), sham 7 days (n = 10), 6-OHDA 7 days (n = 10),
ham 14 days (n = 10), 6-OHDA 14 days (n = 10), sham 21 days
n = 10), and 6-OHDA 21 days (n = 10). The rats underwent stereo-
axic surgery, and 6-OHDA and cerebrospinal fluid were bilaterally
nfused in a single dose into the SNpc on day 0.
After the induction of the SNpc lesion, motor behavior tests
ere performed at different time-points: 1, 7, 14, and 21 days
ost-6-OHDA. Depressive-like behavior was recorded 7, 14, and 21
ays post-6-OHDA. Immediately after each time-point of behav-
oral testing, the animals were decapitated, followed by dissection
f the striatum and hippocampus for neurochemical assessment or
ntracardially perfused for histological assessment.in Research 259 (2014) 70– 77 71
2.3. Stereotaxic surgery
The neurotoxin 6-OHDA was prepared according to established
doses that promote significant dopaminergic neuron loss [3]. The
animals were anesthetized with equitesin (0.3 ml/kg chlornembu-
tal, intraperitoneal [i.p.]). 6-OHDA was bilaterally infused through
a 27-gauge stainless steel needle according to the following coordi-
nates: antero-posterior (AP): −5.0 mm from bregma; medio-lateral
(ML): ±2.1 mm from the midline; dorso-ventral (DV): −8.0 mm
from skull [21]. The flow of the injection was controlled with an
electronic pump (Harvard Apparatus, USA) at a rate of 0.33 l/min
for 3 min. The needle remained in the injection site for an addi-
tional 2 min  to avoid reflux. Sham operations followed the same
procedure, but sterile artificial cerebrospinal fluid was injected.
2.4. Open-field test
The apparatus consisted of a round black arena (170 cm diam-
eter, 45 cm height). Animal movements were monitored and
recorded with an automatic system (HVS System, Buckingham, UK).
The animals were gently placed in the southwest position of the
open field and allowed to freely explore the area for 5 min. Two
motor parameters were recorded: distance traveled (i.e., the dis-
tance in meters that the animal traveled during the test) and speed
of locomotion (i.e., speed of locomotion in meters/second that the
animal do during the test). The open-field arena was washed with
a 5% water–ethanol solution before behavioral testing to eliminate
possible bias caused by odors left by previous rats.
2.5. Forced swim test
The procedure was a modification of the method proposed pre-
viously [22,23]. The test was conducted in two sessions. In the
training session, the rats were placed for 15 min in a tank (25 cm
diameter, 60 cm height) that contained water at a temperature of
24 ± 1 ◦C and depth of 25 cm.  Twenty-four hours after the training
session, the rats were subjected to the forced swim test (FST) for
5 min, which was video-recorded for subsequent quantification of
the following parameters: immobility (i.e., the lack of motion of
the entire body, with the exception of only small movements nec-
essary to keep the animal’s head above the water), climbing (i.e.,
vigorous movements of the forepaws in and out of the water, usu-
ally directed against the wall of the tank), and swimming (i.e., large
forepaw movements that displaced water and moved the animal’s
body around the cylinder, which were more than necessary to keep
the head above the water). The water was changed after each ani-
mal  to avoid the influence of temperature and substances left by
previous rats.
2.6. Sucrose preference test
Sucrose preference is frequently used as measure of anhedonia
in rodents [24,25]. The animals were transferred to single-housing
cages with free access to food. Each rat was  provided with two
preweighed bottles of water on opposite sides of the cage during
the 24 h training phase to adapt the rats to drinking from two  bot-
tles. After training, one bottle was randomly switched to contain
a 0.5% sucrose solution as described previously [26]. Twenty-four
hours later, the bottles were reversed to avoid perseveration effects.
The bottles were weighed before being offered to the animal and
at the end of the experiment (24 h before). The sum of water con-
sumption and sucrose consumption was  defined as total intake.
The percentage of sucrose intake was calculated according to the
following equation: % sucrose preference = (sucrose intake [g]/total
















































































































Fig. 1. Locomotion assessed in the open-field test in the 6-OHDA group. (A) Speed of
locomotion. (B) Distance traveled. The data were obtained 1, 7, 14, and 21 days after2 R.M. Santiago et al. / Behaviou
ntake [g]) × 100. The tests began 1 week prior to neurotoxin expo-
ure to provide baseline values and were completed 21 days later.
.7. Nissl staining and neuronal quantification
After tissue extraction for neurochemical purposes, the rats’
idbrains were collected 1, 7, 14, and 21 days after stereotaxic
urgery and quickly frozen on dry ice. For each rat, twelve 20-m-
hick sections were cut on a cryostat in the coronal plane to cover
pproximately 360 m (−4.92 to −5.28 from bregma) of the mid-
rain [21]. These coordinates correspond to the maximal extent of
opaminergic neurons in the SNpc [27]. The sections were mounted
nto slides, dried, stained with Cresyl violet, and coverslipped after
ehydration in ascending concentrations of ethanol-xylene solu-
ions. Cell counts were made using Image-Pro Express 6 software
Media Cybernetics, USA). Each slice was digitized with a digital
amera connected to an IX71 microscope (Olympus Optical Japan).
 digital area was created to delimit the boundaries of the SNpc.
or each analysis, the same area was adopted. A “manual tag” tool
as used to count the neurons inside the area. All of the counts
ere performed using images obtained at 400× magnification.
he parameters (counting frame, sampling grid) were calculated
ccording to recommendations of straightforward neuron count-
ng based on a computer approach. This method is not specific to
he DA phenotype, so the mean number of all neurons in the SNpc
as obtained for each group. The number of neurons was  counted
n the striatum in sham rats, and striatal denervation is expressed
s a percentage of the sham group.
.8. Determination of dopamine, serotonin, and metabolite
oncentrations
The striatum and hippocampus were rapidly dissected 1, 7, 14,
nd 21 days after stereotaxic surgery and stored at −80 ◦C until neu-
ochemical quantification. The endogenous concentrations of DA,
,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), homovanillic acid (HVA),
-HT, and 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) were assayed using
everse-phase high-performance liquid chromatography (HPLC)
ith electrochemical detection. The system consisted of a Synergi
usion-RP C-18 reverse-phase column (150 mm × 4.6 mm inner
iameter, 4 m particle size) fitted with a 4 mm × 3.0 mm pre-
olumn (SecurityGuard Cartridges Fusion-RP), an electrochemical
etector (ESA Coulochem III Electrochemical Detector) equipped
ith a guard cell (ESA 5020) with the electrode set at 350 mV  and
 dual-electrode analytical cell (ESA 5011A), and a LC-20AT pump
Shimadzu) equipped with a manual Rheodyne 7725 injector with
 20 l loop. The column was maintained inside a temperature-
ontrolled oven at 25 ◦C (Shimadzu). The cell contained two
hambers in series. Each chamber included a porous graphite coulo-
etric electrode, double counter electrode, and double reference
lectrode. Oxidizing potentials were set at 100 mV  for the first elec-
rode and 450 mV  for the second electrode. The tissue samples were
omogenized with an ultrasonic cell disrupter (Sonics) in 0.1 M per-
hloric acid that contained sodium metabisulfite 0.02% and internal
tandard. After centrifugation at 10,000 × g for 30 min  at 4 ◦C,
0 l of the supernatant was injected into the chromatograph. The
obile phase (1 ml/min flow rate) had the following composition:
0 g citric acid monohydrate (Merck), 200 mg  octane-1-sulfonic
cid sodium salt (Merck), 40 mg  ethylenediaminetetraacetic acid
EDTA; Sigma), and 900 ml  HPLC-grade water. The pH of the buffer
unning solution was adjusted to 4.0, and the solution was then
ltered through a 0.45 m filter. Methanol (Merck) was added to
ive a final composition of 10% methanol (v/v). The neurotransmit-
er and metabolite concentrations were calculated using standard
urves that were generated by determining in triplicate the ratios6-OHDA infusion. The data are expressed as mean ± SEM (n = 8–9/group). *p < 0.05,
**p < 0.01, compared with sham group (two-way ANOVA followed by Bonferroni
test).
between three different known amounts of the internal standard.
The units are expressed as ng/g of wet  weight.
2.9. Statistical analysis
The parametric data obtained were analyzed using two-way
analysis of variance (ANOVA) followed by the Bonferroni post hoc
test. Pearson correlation coefficients (r) were calculated to estab-
lish relationships between neurotransmitter concentrations and
behavior in the FST and sucrose preference test. The level of sig-
nificance was  set at p ≤ 0.05.
3. Results
3.1. Behavioral tests
In the open-field test (Fig. 1A), the 6-OHDA group exhib-
ited a reduction of distance traveled (p < 0.01) compared with
the sham group 1 day after neurotoxin exposure, reflected by
significant effects of the column (F1,62 = 9.361, p = 0.0033) and
row (F3,62 = 4.007, p = 0.0113) factors but no significant interaction
(F3,62 = 1.694, p = 0.1776). Similarly, the speed of locomotion after
neurotoxin exposure was reduced in the 6-OHDA group 1 day after
neurotoxin exposure compared with the sham group (p < 0.01),
reflected by a significant effect of the column factor (F1,62 = 2.230,
p = 0.0936) but not row factor (F3,62 = 1.780, p = 0.1603) and no inter-
action (F3,62 = 2.230, p = 0.0936).
In the FST, swimming was decreased in the 6-OHDA group
compared with the sham group 7, 14, and 21 days after neuro-
toxin exposure (all p < 0.05), with significant effects of the column
(F1,49 = 27.17, p < 0.0001) and row (F2,49 = 1.970, p = 0.1503) factors
and a significant interaction (F2,49 = 0.00604, p = 0.9940; Fig. 2A).
The 6-OHDA group also exhibited an increase in immobility com-
pared with the sham group 7, 14, and 21 days after neurotoxin
exposure (all p < 0.01), with significant effects of the column
R.M. Santiago et al. / Behavioural Brain Research 259 (2014) 70– 77 73



























































Fig. 2. Depressive-like behavior elicited by the neurotoxin 6-OHDA at different

















































Fig. 3. Percentage of sucrose preference elicited by the neurotoxin 6-OHDA. Theata were obtained 7, 14, and 21 days after 6-OHDA infusion. The data are expressed
s  mean ± SEM (n = 9–10/group). *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, compared with
ham group (two-way ANOVA followed by Bonferroni test).
F1,49 = 38.85, p < 0.0001) and row (F2,49 = 1.474, p = 0.2391) factors
nd a significant interaction (F2,49 = 0.06791, p = 0.9344; Fig. 2B).
he analysis of climbing behavior in the FST demonstrated that
ilateral intranigral 6-OHDA infusion did not significantly affect
his parameter, reflected by no effects of the column (F1,49 = 0.8705,
 = 0.3556) or row (F2,49 = 0.0752, p = 0.9276) factor and no interac-
ion (F2,49 = 0.05433, p = 0.9472; Fig. 2C).
The analysis of sucrose preference revealed that the 6-OHDA
roup exhibited a significant reduction of sucrose consumption
ompared with the basal and sham groups 7 days after neuro-
oxin exposure (p < 0.05; Fig. 3). The groups did not significantly
iffer 14 days after neurotoxin exposure. At 21 days, the anhedo-
ic effect induced by 6-OHDA was still detected compared with the
ham group (p < 0.01), reflected by significant effects of the column
F1,56 = 21.29, p < 0.0001) and row (F3,56 = 1.167, p = 0.3307) factors
nd a significant interaction (F3,56 = 1.822, p = 0.1536; Fig. 3)..2. Nissl staining and neuronal quantification
The analysis of the neuronal population in the SNpc revealed
hat 6-OHDA caused pronounced neuronal loss (Fig. 4). Thedata were obtained 1 week before (baseline) and 7, 14, and 21 days after 6-OHDA
infusion. The data are expressed as mean ± SEM (n = 8–9/group). *p < 0.05, **p < 0.01,
compared with sham group (two-way ANOVA followed by Bonferroni test).
quantification of positive Nissl-stained neurons indicated that 6-
OHDA reduced SNpc neurons by 28.1% compared with the sham
group (p < 0.01) 1 day after infusion. Moreover, the 7, 14, and 21
day time-points showed a sustained deficit in the percentage of
neurons in the SNpc in the 6-OHDA group compared with the
sham group (p < 0.001), reflected by significant effects of the column
(F1,82 = 89.96, p < 0.0001) and row (F3,82 = 5.658, p = 0.0014) factors
and a significant interaction (F3,82 = 2.329, p = 0.0805; Fig. 4B).
3.3. Determination of striatal and hippocampal DA, 5-HT, and
metabolite concentrations
Fig. 5A presents the striatal concentrations of DA and the
metabolites DOPAC and HVA. Dopamine was significantly reduced
in the 6-OHDA group compared with the sham group (p < 0.001)
7, 14, and 21 days after neurotoxin exposure, reflected by sig-
nificant effects of the column (F1,46 = 102.5, p < 0.0001) and row
(F3,46 = 13.12, p < 0.0001) factors and a significant interaction
(F3,46 = 11.02, p < 0.0001). The 6-OHDA group exhibited a significant
reduction of striatal DOPAC levels compared with the sham group
7 days (p < 0.05) and 21 days (p < 0.001) after neurotoxin expo-
sure, reflected by significant effects of the column (F1,46 = 27.99,
p < 0.0001) and row (F3,46 = 3.255, p = 0.0300) factors and a signif-
icant interaction (F3,46 = 2.197, p = 0.1012; Fig. 5B). Striatal HVA
concentrations increased in the 6-OHDA group compared with
the control group on day 1 (p < 0.001), followed by a reduction
on days 7 (p < 0.001), 14 (p < 0.01), and 21 (p < 0.001), reflected
by significant effects of the column (F1,46 = 36.52, p < 0.0001) and
row (F3,46 = 36.49, p < 0.0001) factors and a significant interaction
(F3,46 = 35.24, p < 0.0001; Fig. 5C).
The analysis of neurotransmitter and metabolite concentrations
in the hippocampus indicated that 5-HT decreased in the 6-OHDA
group compared with the sham group 1, 7, 14, and 21 days after
neurotoxin exposure (all p < 0.05), reflected by significant effects
of the column (F1,38 = 34.51, p < 0.0001) and row (F3,38 = 1.707,
p = 0.1818) factors and a significant interaction (F3,38 = 0.08605,
p = 0.9673; Fig. 6A). Additionally, 6-OHDA significantly increased
5-HIAA compared with the sham group on day 1 (p < 0.05) and
day 21 (p < 0.05), reflected by significant effects of the column
(F1,38 = 0.2798, p = 0.5999) and row (F3,38 = 40.75, p < 0.0001) factors
and a significant interaction (F3,38 = 5.959, p = 0.0020; Fig. 6B).
3.4. Correlations with depressive-like behavior6-Hydroxydopamine-induced neurotransmitter alterations
strongly correlated with depressive-like behavior. Pearson’s cor-
relation coefficients revealed a positive correlation between
hippocampal 5-HT concentration and swimming (r = 0.92,
74 R.M. Santiago et al. / Behavioural Brain Research 259 (2014) 70– 77
Fig. 4. Histological analysis of the SNpc at the end of the experiments. The data were obtained 7, 14, and 21 days after 6-OHDA infusion. (A) Representative photomicrographs
of  Nissl-stained neurons in the ventral midbrain for each group (magnification: 4× and 40× for the inset squares). (B) Stereological quantification of the total number of
neurons  in the SNpc for each group. The data are expressed as a percentage of the sham group (n = 5–8/group). ***p < 0.01, compared with sham group (two-way ANOVA
followed  by Bonferroni test).
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Fig. 5. Neurochemical examination of the striatal concentrations of dopamine,
DOPAC, and HVA elicited by the neurotoxin 6-OHDA. The data were obtained 7,



























































Fig. 6. Neurochemical examination of the hippocampal concentrations of 5-HT and
5-HIAA elicited by the neurotoxin 6-OHDA. The data were obtained 7, 14, and 21oncentrations. (C) HVA concentrations. The data are expressed as mean ± SEM
n  = 4–10/group). *p < 0.05, ***p < 0.001, compared with sham group (two-way
NOVA followed by Bonferroni test).
 = 0.087; Fig. 7A) and a negative correlation between striatal
A and immobility (r = −0.92, p = 0.078; Fig. 7B). Additionally, a
trong positive correlation was found between hippocampal 5-HT
oncentration and sucrose preference (r = 0.98, p = 0.0002; Fig. 7C).
 strong positive correlation was found between striatal DA levels
nd sucrose preference (r = 0.97, p = 0.0007; Fig. 7D).
. Discussion
The present results showed that the animal model of 6-
HDA-induced PD produced sustained depressive-like behavior
ssociated with striatal and hippocampal DA and 5-HT deficits,
espectively. After bilateral 6-OHDA infusion, the animals exhib-
ted marked impairments in swimming and immobility assessed
n the FST and a similar pattern of anhedonia reflected by a reduc-
ion of sucrose preference. Additionally, a reduction of the neuronal
opulation in the SNpc was consistently observed at all time-
oints investigated, with a lowering of striatal and hippocampal
A and 5-HT levels at all time-points investigated. The behavioraldays after 6-OHDA infusion. (A) 5-HT concentrations. (B) 5-HIAA concentrations. The
data  are expressed as mean ± SEM (n = 5–8/group). *p < 0.05, compared with sham
group (two-way ANOVA followed by Bonferroni test).
repercussions of the changes in neurotransmitter levels promoted
by 6-OHDA-induced lesions were reflected by strong correlations
between hippocampal 5-HT and swimming, striatal DA and immo-
bility, hippocampal 5-HT and sucrose preference, and striatal DA
and sucrose preference.
Motor activity was assessed in the open-field test to discard
possible motor bias in the depressive-like parameters. The results
demonstrated that the animals in the 6-OHDA group had motor
deficits only on day 1 after surgery that then recovered. This motor
recovery has been previously reported and can be explained by the
activation of compensatory plasticity mechanisms triggered by the
remaining neurons, including changes in the number or affinity of
dopaminergic receptors [28,29].
Depression is a common symptom among patients with PD and
itself is considered a major syndrome that can aggravate and lead
to consequences in the evolution of PD. Depression can also greatly
influence quality of life [9,30]. Notwithstanding the importance
of depression in PD, few studies have used animal models of PD
and focused on the behavior and neurochemical mechanisms. The
FST [22] has become a widely used tool to allow such studies. The
prolonged duration of immobility in this test is often considered
“behavioral despair” that can be extrapolated to a condition sim-
ilar to human depression [31]. The main advantage of this test
is that it allows correlations to be made between behavior and
different neurotransmitter systems, such as correlations between
swimming and the serotonergic system or between immobility
and the dopaminergic system. Norepinephrine reuptake blockers
increase climbing time in the FST, and serotonin reuptake blockers
increase swimming time [32–34].In the present study, the 6-OHDA group exhibited a reduction of
swimming time 7, 14, and 21 days after neurotoxin exposure. The
6-OHDA group also exhibited a significant increase in immobility
time compared with the control group at 7, 14, and 21 days. The
76 R.M. Santiago et al. / Behavioural Bra




































































































Fig. 7. Depressive-like behavior was closely correlate with neurotransmitter sys-
tems after 6-OHDA infusion. Pearson’s correlation coefficients were calculated for






Acknowledgmentsreference, and (D) dopamine × sucrose preference.
ecrease in swimming time suggests that depressive symptoms in
esioned animals are related to deficiencies in the serotoninergic
nd dopaminergic systems. In the sucrose preference test, the 6-
HDA group exhibited a reduction of sucrose consumption onlyin Research 259 (2014) 70– 77
on days 7 and 21. Such results may  reflect a state of anhedonia
characterized by the loss of the ability to feel pleasure [24,25].
The depressive-like symptoms described above were correlated
with the neurochemical changes in the striatum and hippocam-
pus. The HPLC results showed that the 6-OHDA group had an
average 44% reduction of striatal dopamine levels, in addition to
decreases in the metabolites DOPAC and HVA. The 6-OHDA group
also exhibited a significant average loss of 19% of 5-HT levels in the
hippocampus compared with the sham group. Our results showed
a strong correlation between 5-HT and DA levels and swimming
time and immobility time, respectively. Both 5-HT and DA levels
were correlated with sucrose preference. These results are consis-
tent with the hypothesis that neurotransmitter deficiency causes
depression in PD patients.
Although the present results showed depressive-like behav-
ior in 6-OHDA-lesioned rats, the literature reports controversy in
this area. According to Huot et al. [35], unlike in idiopathic PD,
much variability exists in striatal 5-HT levels in 6-OHDA-lesioned
rats. Part of this variability might derive from the experimental
paradigms used to produce the lesion. For example, the age at which
the neurotoxin is injected, the injection site, and the rat strain may
all impact 6-OHDA-induced changes in 5-HT levels.
According to Aarsland et al. [36], the majority of studies that
have explored the mechanisms that underlie depression in PD
patients have focused on neurotransmitter systems such as nor-
epinephrine, DA, and 5-HT in mood regulation. Changes in these
systems are associated with depression in patients with neurode-
generative diseases, such as PD [36]. Braak et al. [37] reported
that stage 2 of PD involves the brain stem, and disintegration of
locus coeruleus noradrenergic cells and raphe serotonergic cells in
the region of the brainstem sensory relay center that modulates
mood and affect can induce the onset of depression. Additionally, a
post-mortem study showed that patients with PD and depression
had increased neuronal cell loss in the serotonergic dorsal raphe
nucleus compared with nondepressed patients with PD [38]. The
involvement of dopaminergic system dysfunction in depression
associated with PD has been suggested by several studies, including
functional imaging studies and CSF analysis of brain tissue obtained
at autopsy [36].
The neurotransmitter deficiency hypothesis considers that low
5-HT activity in the brains of PD patients is a risk factor for depres-
sion [30]. Serotonin plays an inhibitory role in the release of DA in
the striatum. Therefore, reductions of 5-HT may  be a compensatory
mechanism related to reductions of dopaminergic neurotransmis-
sion in PD [30,39]. These neurotransmitter systems (DA and 5-HT)
are involved in the regulation of mood, and alterations in these sys-
tems are associated with depression in the general population and
in patients with neurodegenerative diseases like PD [36].
5. Conclusions
Although the precise etiology is still unknown, deficits in
monoaminergic systems appear to contribute to the onset of
depression in PD. Our data showed that rats that received 6-OHDA-
induced lesions in the SN exhibited depressive-like behavior from
day 7 until day 21 of the study, accompanied by reductions of stri-
atal dopamine and hippocampal serotonin.
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 Fundaç ão Araucária – Governo do Estado do Paraná fellowship.
eferences
[1] Dauer W,  Przedborski S. Parkinson’s disease: mechanisms and models. Neuron
2003;39:889–909.
[2] Elbaz A, Tranchant C. Epidemiologic studies of environmental exposures in
Parkinson’s disease. J Neurol Sci 2007;262:37–44.
[3] Lima MMS,  Martins EF, Delattre AM, Proenç a MB,  Mori MA,  Carabelli B, et al.
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Abstract Beyond the current hypothesis of depression,
several new biological substrates have been proposed for
this disorder. The present study investigated whether the
anti-inflammatory drugs celecoxib and piroxicam have
antidepressant activity in animal models of depression.
After acute administration, we observed antidepressant-like
effects of celecoxib (10 mg/kg) and piroxicam (10 mg/kg)
in the modified forced swim test in rats. Piroxicam
increased serotonin and norepinephrine levels in the hip-
pocampus. Prolonged (21-day) treatment with celecoxib
(10 mg/kg) and piroxicam (10 mg/kg) rescued sucrose
preference in a chronic mild stress model of depression.
Additionally, the chronic mild stress-induced reduction of
hippocampal glutathione was prevented by treatment with
celecoxib and piroxicam. Superoxide dismutase in the
hippocampus was increased after chronic mild stress
compared with the non-stressed saline group. The non-
stressed celecoxib and piroxicam groups and stressed pir-
oxicam group exhibited an increase in hippocampal
superoxide dismutase activity compared with the stressed
saline group. Lipid hydroperoxide was increased in the
stressed group treated with vehicle and non-stressed group
treated with imipramine but not in the stressed groups
treated with celecoxib and piroxicam. These results suggest
that the antidepressant-like effects of anti-inflammatory
drugs might be attributable to enhanced antioxidant
defenses and attenuated oxidative stress in the
hippocampus.
Keywords Celecoxib  Piroxicam  Modified forced
swim test  Chronic mild stress
Introduction
Mood disorders, including major depressive disorder
(MDD), are psychiatric disturbances characterized by the
presence of affective, cognitive, psychomotor, and neuro-
vegetative symptoms. Major depressive disorder has a
prevalence of 15 % in the population (Wang et al. 2011; Li
et al. 2011), but its pathogenesis is not completely under-
stood (Hannestad et al. 2011). Several studies have focused
on monoaminergic systems, but the monoaminergic
hypothesis does not appear to be sufficient to fully explain
the mechanisms of MDD (Catena-Dell’Osso et al. 2011).
Beyond the current hypothesis, several new biological
substrates have been proposed for this disorder. One possible
explanation that was recently proposed for these alterations
is based on the inflammatory and neurodegenerative
hypothesis of depression (Maes et al. 2010). According to
Raison and Miller (2011), inflammation is related to
depression, such as increased levels of inflammatory medi-
ators, including cytokines, in MDD patients compared with
non-depressed individuals. This hypothesis purports that
depression is characterized by activation of the inflamma-
tory response system, with increased production of pro-
inflammatory cytokines, such as interleukin (IL)-1b, IL-6,
and tumor necrosis factor a (TNF-a), and prostaglandin E2
(PGE2; Calabrese et al. 1986; Dantzer 2001; Abdel-Wahab
and Salama 2011). These cytokines promote alterations in
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the tryptophan metabolic pathway and reduce the avail-
ability of serotonin, establishing an important link between
inflammatory cytokine and monoamine levels (Müller et al.
2009). Studies have shown that pro-inflammatory cytokines,
including TNF-a and IL-6, induce indoleamine dioxygenase
(IDO), which activates the glial pathway and subsequently
the catabolism of tryptophan, thus leading to the synthesis of
tryptophan catabolites (TRYCATs) and nicotinamide,
reducing the serotonin synthesis, and decreasing the neuro-
nal availability of serotonin (Moir and Eccleston 1968;
Leonard and Maes 2012; Catena-Dell’Osso et al. 2013).
Indoleamine dioxygenase is not only induced by pro-
inflammatory cytokines but also PGE2 (Iachininoto et al.
2013; Maes et al. 2011; Yuan et al. 1998).
Inflammatory cytokines are known to induce reactive
oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS)
production, contributing to oxidative/nitrosative damage and
neural injury (Dantzer 2001; Abdel-Wahab and Salama
2011). The involvement of oxidative stress and role of
antioxidant defenses in the pathogenesis of major depression
have also gained prominence in depression research. Evi-
dence indicates that oxidative stress markers, such as ROS
production (Eren et al. 2007; Sarandol et al. 2007) and the
levels of malondialdehyde (a product of lipid peroxidation;
Bilici et al. 2001; Khanzode et al. 2003; Galecki et al. 2009;
Sarandol et al. 2007; Kotan et al. 2011), are increased in the
plasma of patients with major depression. Furthermore,
disturbances in the activity of the antioxidant enzyme
superoxide dismutase (SOD) are generally found in the
plasma of depressed patients (Rybka et al. 2013; Herken
et al. 2007; Stefanescu and Ciobica 2012).
The chronic mild stress (CMS) protocol typically models
depression by producing inflammatory and oxidative respon-
ses in rodents (Kubera et al. 1996; Maes et al. 2010; Yager
et al. 2010; Schaalan and Nassar 2011; Wang et al. 2012).
Additionally, the CMS model produces an inflammatory
response that can be reversed by antidepressant treatment
(Kubera et al. 1996). Several studies have been shown that
antidepressant treatment reverses these responses in several
brain regions. Eren et al. (2007) demonstrated the beneficial
effects of lamotrigine, aripiprazole, and escitalopram on non-
enzymatic antioxidant systems in CMS-induced depression,
including the upregulation of glutathione and vitamin C levels
and a decrease in lipid peroxidation levels in the cortex.
Abelaira et al. (2012) showed that tianeptine treatment
reversed the decrease in SOD activity in the prefrontal cortex,
hippocampus, amygdala, and nucleus accumbens in CMS-
induced depression in rats. In parallel, chronic treatment with
the selective cyclooxygenase (COX)-2 inhibitor celecoxib has
been reported to reverse chronic unpredictable stress-induced
depressive-like behavior in rats by reducing COX-2 expres-
sion in the brain and subsequently the concentration of PGE2
(Guo et al. 2009). Altogether, this evidence indicates that
depression and CMS increase neuroinflammation and oxida-
tive stress, and antidepressant drugs also exert anti-inflam-
matory and antioxidant effects (Abdel-Salam et al. 2003).
To our knowledge, three clinical studies have reported
significant improvements in depressive symptoms follow-
ing adjunctive treatment with celecoxib. In one study,
MDD patients (n = 40) who were non-responders to flu-
oxetine (40 mg/day) were randomly assigned to groups that
received celecoxib (200 mg twice daily) or placebo under
double-blind conditions for 6 weeks. The combination
treatment was associated with significant improvement in
depressive symptoms (Akhondzadeh et al. 2009). The
second study reported similar findings in a 6-week, ran-
domized, double-blind, placebo-controlled study that
evaluated the efficacy of adjunctive celecoxib (400 mg/
day) and reboxetine (flexible-dose range, 4–10 mg/day) in
MDD patients (n = 40; Muller et al. 2006). In the third
study, a randomized, double-blind, placebo-controlled
study (n = 40 patients with MDD) found that treatment
with celecoxib (200 mg twice daily) and sertraline
(200 mg/day) for 6 weeks reduced the concentration of IL-
6, supporting the hypothesis that celecoxib is safe and
effective as an antidepressant adjuvant (Abbasi et al. 2012).
Celecoxib and piroxicam strongly inhibit COX-2 and
are well-known nonsteroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDs) and analgesics. They are indicated for the acute
or long-term treatment of inflammation associated with
musculoskeletal and joint disorders, such as osteoarthritis
(Starek and Krzek 2009). Considering the potential roles of
COX-2 in the central nervous system and its possible
involvement in the pathogenesis of depression and other
psychiatric disorders (Yermakova and O’Banion 2000) and
that inflammatory responses are known to be accompanied
by the induction of oxidative stress pathways, the aim of
the present study was to provide a more detailed assess-
ment of the antidepressant effect of different NSAIDs,
including celecoxib and piroxicam, in rat models of
depression. We assessed whether celecoxib and piroxicam
differentially improve depressive-like behavior and inves-
tigated the neurobiological bases of hippocampal mono-
amine levels and oxidative stress parameters in rats.
Materials and methods
Animals
One hundred and eighteen male Wistar rats, 3 months old
and weighing 280–320 g, were used. All of the rats were
allowed 1 week to acclimate to the environment before
beginning any experimentation.
In the acute experimental condition, 32 animals were
randomly housed in groups of five. They were maintained in
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a temperature-controlled room (22 ± 2 C) on a 12 h/12 h
light/dark cycle (lights on at 7:00 a.m.) with free access to
water and food throughout the experiment. In the prolonged
experimental condition, the stressed groups (86 animals) were
divided into two animals per cage, isolated by an aluminum
central wall that prevented contact between them. These
animals were subjected to the CMS protocol. This procedure
was adopted to promote depressive-like behavior in these
animals (see below). The non-stressed groups remained
undisturbed. The animals were randomly housed in groups of
five and maintained in a temperature-controlled room
(22 ± 2 C) on a 12 h/12 h light/dark cycle (lights on at 7:00
a.m.) with free access to water and food throughout the
experiment. All of the animals were housed in polypropylene
cages (41 9 32 9 16.5 cm) with wood shavings as bedding.
The studies were performed in accordance with the
guidelines of the Committee on the Care and Use of Labo-
ratory Animals, United States National Institutes of Health.
The experimental protocols complied with the recommenda-
tions of the Federal University of Paraná and were approved
by the University Ethics Committee (protocol no. 470).
Drugs
Celecoxib (10 mg/kg; Pfizer, São Paulo, Brazil), piroxicam
(10 mg/kg; EMS, São Paulo, Brazil), and imipramine
(20 mg/kg; positive control; Uci-farma, São Paulo, Brazil)
were dissolved in 0.9 % saline (vehicle). The vehicle of
each drug was administered in the respective control rats.
All of the drugs were administered orally by gavage in a
constant volume of 1.0 ml/kg.
Acute experiment
The 32 rats were randomly distributed into four groups
(n = 8 per group): 10 mg/kg celecoxib, 10 mg/kg piroxi-
cam, 0.9 % saline, and 20 mg/kg imipramine. Three
administrations of the drugs were performed, 1, 5, and 24 h
(Slattery and Cryan 2012) before testing the animals in the
open field, followed by the modified forced swim test (FST).
Prolonged experiment
In this experiment, the 86 rats were randomly distributed into
eight groups: stressed ? 0.9 % saline (n = 9), stres-
sed ? 20 mg/kg imipramine (n = 15), stressed ? 10 mg/kg
celecoxib (n = 11), stressed ? 10 mg/kg piroxicam
(n = 11), non-stressed ? 0.9 % saline (n = 10), non-stres-
sed ? 20 mg/kg imipramine (n = 10), non-stressed ?
10 mg/kg celecoxib (n = 10), and non-stressed ? 10 mg/kg
piroxicam (n = 10). The stressed groups were subjected to
CMS throughout the experiment, and the non-stressed groups
remained undisturbed. After 3-week (21-day) exposure to
CMS, the drug treatments began and continued for 21 days
(i.e., from day 21 to day 42). The sucrose preference test was
performed on days 0 (baseline), 7, 14, 21, 22, 28, 35, and 42 of
the experiment. The animals in the non-stressed group were
individually allocated to polypropylene cages before the
sucrose test preference and housed again in groups at the end of
the test. This procedure was performed once per week (for
2 weeks) before the start of the experiments for the habituation
of animals.
Chronic mild stress
The CMS model was developed to mimic the development
and progression of clinical depression. The CMS model
mimics anhedonia, one of the main symptoms of major
depression (Willner et al. 1992). In this model of depres-
sion, the rats are sequentially exposed over a period of
several weeks to a variety of mild stressors, and the mea-
sure used to track depressive-like symptoms is a decrease
in the consumption of sucrose.
The rats were initially divided into two groups: stressed and
non-stressed. The stressed groups were exposed to a stress
regimen for 6 weeks (42 days), consisting of weekly unpre-
dictable mild stressors that were presented in pseudorandom
order, including food and water deprivation, overnight cage tilt,
overnight soiled cage, and continuous overnight illumination
(Table 1). The pseudorandom sequence of the stressors was
used to prevent the rats from habituating to repeated mild stress.
The non-stressed group remained undisturbed, with the
exception of the handling necessary for animal care (e.g.,
cleaning cages), weighing, tail marking, and drug
administration.
Open field test
The apparatus consisted of a round black arena (170 cm
diameter, 40 cm height). Animal movements were moni-
tored and recorded using an automatic system (HVS Sys-
tem, Buckingham, UK). The animals were gently placed in
the southwest position of the open field and allowed to
freely explore the area for 5 min. Two motor parameters
were recorded throughout the test: distance (i.e., the dis-
tance in meters that the animal traveled during the test) and
speed traveled (i.e., the speed of locomotion during the
test). The open field arena was washed with a 5 % water–
ethanol solution before behavioral testing to eliminate
possible bias caused by odors left by previous rats.
Modified forced swim test
The procedure was a modification of the method proposed
by Porsolt et al. (1978) and Reneric et al. (2002). The test
was conducted in two sessions. In the training session, the
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rats were placed in a tank (20 9 20 9 40 cm) that con-
tained water at a temperature of 24 ± 1 C and depth of
15 cm for 15 min. Twenty-four hours after the training
session, the rats were subjected to the FST for 5 min,
which was videotaped for the subsequent quantification of
the following parameters: immobility (i.e., the absence of
motion of the entire body and only small movements
necessary to keep the animal’s head above the water),
climbing (i.e., vigorous movements of the forepaws in and
out of the water, usually directed against the wall of the
tank), and swimming (i.e., large forepaw movements that
displaced water and moved the body around the cylinder
and were more than necessary to keep the head above the
water). The water was replaced after each animal to avoid
the influence of urinary or fecal material and temperature.
Sucrose preference test
Sucrose preference is frequently used as a measure of
anhedonia in rodents (Papp et al. 1991; Wang et al. 2009).
Initially, each rat was provided two bottles of water on the
extreme sides of the cage during the 24 h training phase to
allow the rats to drink from two bottles. After training, the
contents of one bottle were randomly switched to contain a
0.5 % sucrose solution. The bottles were weighed before
being presented to the rats and after 24 h. The sum of water
consumption and sucrose consumption was defined as total
intake. The percentage of sucrose intake was calculated
using the following equation: % sucrose prefer-
ence = sucrose intake 9 100/total intake. All of the tests
were conducted weekly (i.e., every Friday).
Determination of norepinephrine, serotonin,
and metabolite concentrations
The hippocampi were rapidly dissected 1 h after the FST
and stored at -80 C until the neurochemical analysis. The
endogenous concentrations of norepinephrine, serotonin,
and 5-hydroxyindoleacetic acid (5-HIAA) were assayed
using reverse-phase high-performance liquid chromatogra-
phy with electrochemical detection (HPLC-ED; Santiago
et al. 2010). The system consisted of a Synergi Fusion-RP
C-18 reverse-phase column (150 9 4.6 mm inner diameter,
4 lm particle size; Phenomenex, Torrance, CA, USA) fitted
with a 4 9 3.0 mm pre-column (Security Guard
Cartridges Fusion-RP, Phenomenex, Torrance, CA, USA),
Table 1 Stressor schedule





























The sucrose preference test was performed from 2:00 p.m. friday to 2:00 p.m. saturday
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dual-coulometric electrochemical detector (Coulochem III,
ESA, Chelmsford, MA, USA), and LC-20AT pump (Shi-
madzu, Kyoto, Japan). This detector consisted of two cells
that were successively connected and contained a porous
graphite working electrode together with associated refer-
ence and counter electrodes. The detector was equipped with
a guard cell (ESA 5020) electrode set at ?350 mV and
working electrodes (5011A analytical cell, ESA) set at
E1 = ? 100 mV and E2 = ? 450 mV vs. a solid-state
palladium reference electrode. The column was maintained
inside a temperature-controlled oven (25 C). The tissue
samples were homogenized with an ultrasonic cell disrupter
(Sonics, Newtown, CT, USA) in 0.1 M perchloric acid that
contained 0.02 % sodium metabisulfite and an internal
standard. After centrifugation at 10,0009g for 30 min at
4 C, 20 ll of the supernatant was injected into the chro-
matograph. The mobile phase (flow rate, 1 ml/min) had the
following composition: 20 g of monohydrated citric acid
(Merck, Germany), 200 mg octane-1-sulfonic acid sodium
salt (Merck, Germany), 40 mg ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA; Sigma, St. Louis, MO, USA), 900 ml HPLC-
grade water, and 100 ml methanol (J.T. Baker, USA). The
pH of the running buffer solution was adjusted to 4.0, and
the buffer solution was then filtered through a 0.45 m filter.
The neurotransmitter and metabolite concentrations were
calculated using standard curves that were generated by
determining the ratios between three different known
amounts of the internal standard in triplicate. The units are
expressed as nanograms per gram of tissue.
Determination of reduced glutathione content
The levels of reduced glutathione (GSH) in the hippo-
campus were determined according to Sedlak and Lindsay
(1968). Aliquots of tissue homogenate were mixed with
12.5 % trichloroacetic acid, vortexed for 10 min, and
centrifuged for 15 min at 9009g. The supernatant was
reserved, and TRIS buffer (0.4 M, pH 8.9) and 5,50-dithi-
obis(2-nitrobenzoic acid; DTNB; 0.01 M) was added.
Absorbance was read at 415 nm using a spectrophotometer
with a microplate reader. The procedures were performed
at 4 C, and the individual values were interpolated into a
standard curve of GSH and are expressed as micrograms of
GSH per gram of tissue (Ariza et al. 2010).
Determination of enzymatic activity of superoxide
dismutase
Superoxide dismutase activity was determined according to
Marklund and Marklund (1974) and Gao et al. (1998). The
measurements were based on the ability of SOD to inhibit
pyrogallol autoxidation. Pyrogallol (1 mM) was added to
the buffer solution (200 mM Tris HCl-EDTA, pH 8.5) and
supernatant aliquots, and the mixture was vortexed for
1 min. The reaction was incubated for 20 min at room
temperature, stopped with the addition of 1 N HCl, and
centrifuged for 4 min at 18,7009g. The absorbance of the
resulting supernatant was read at 405 nm using a spectro-
photometer. The amount of SOD that inhibited the oxida-
tion of pyrogallol by 50 % (relative to control) was defined
as a unit of SOD activity.
Determination of lipid hydroperoxide
The homogenate was diluted in 90 % methanol (100 ll of
homogenate ? 400 ll of 90 % methanol), adjusted to pH
6.5, sonicated, and centrifuged at 9,0009g for 15 min at
4 C. Lipid hydroperoxide (LOOH) activity was deter-
mined using the Ferrous Oxidation-Xylenol Orange (FOX)
method as described by Jiang et al. (1992). The FOX
method is based on the oxidation of Fe2? (ammonium
ferrous sulfate) in Fe3? by hydroperoxide in acid medium
in the presence of a pigment complex of Fe(III) xylenol
orange. The sample (30 ll) was incubated for 30 min at
room temperature with 270 ll of a reaction mixture that
contained 1 ml xylenol orange, 250 lM FeSO4, 25 mM
H2SO4, and 4 mM butylated hydroxytoluene in 90 %
methanol. The readings were taken at 560 nm in a spec-
trophotometer. The results are expressed as millimoles of
hydroperoxide per milligram of tissue.
Statistical analysis
The Kolmogorov–Smirnov test was initially employed to
ensure that the data satisfied the criteria for performing
analysis of variance (ANOVA). The open field test, FST,
and neurochemical data were analyzed using one-way
ANOVA followed by the Newman–Keuls post hoc test.
The CMS and sucrose preference test data were analyzed
using two-way ANOVA followed by the Bonferroni post
hoc test. The significance level was set at p \ 0.05.
Results
Effects of acute treatment with celecoxib and piroxicam
on behavior
Neither the acute treatment with the anti-inflammatory
drugs (Fig. 1a, b) nor treatment with imipramine (i.e.,
positive control) significantly affected speed (F3,31 =
1.281, p = 0.3002) or distance traveled (F3,31 = 1.295,
p = 0.2955) in the open field test compared with the saline
group.
Celecoxib (p \ 0.001), piroxicam (p \ 0.001), and
imipramine (p \ 0.05) significantly increased swimming
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compared with the saline group (F3,31 = 16.15,
p \ 0.0001; Fig. 2a). Celecoxib (p \ 0.05), piroxicam
(p \ 0.01), and imipramine (p \ 0.05) significantly
decreased immobility compared with the saline group
(F3,31 = 16.49, p \ 0.0001; Fig. 2b). The anti-inflamma-
tory drugs did not significantly affect climbing, but imip-
ramine (p \ 0.01) increased climbing compared with the
control group (F3,31 = 8.925, p = 0.0003; Fig. 2c).
Effects of prolonged treatment with celecoxib
and piroxicam on behavior
Figure 3 shows the effects of CMS in the sucrose prefer-
ence test. The two-way ANOVA indicated significant
effects of treatment (F7,619 = 26.67, p \ 0.001) and weeks
(F7,619 = 3.74, p \ 0.001) and a significant treat-
ment 9 weeks interaction (F49,619 = 7.19, p = 0.0219).
We also found a significant difference in sucrose prefer-
ence between groups on day 7 (F7,85 = 4.739,
p = 0.0002), day 14 (F7,85 = 4.430, p = 0.0003), and day
21 (F7,85 = 11.77, p \ 0.0001). Prior to anti-inflammatory
treatment onset (day 21), a significant reduction of sucrose
preference (i.e., ‘‘anhedonia’’) was observed in all of the
stressed groups compared with their respective non-stres-
sed groups on the same day (p \ 0.01). Such an effect was
sustained until the animals were acutely treated with
celecoxib, piroxicam, and imipramine (p \ 0.01) until day


































































Fig. 1 Effects of 10 mg/kg celecoxib, 10 mg/kg piroxicam, and
20 mg/kg imipramine on motor activity in the open field 1 h after
acute treatment. a Speed of locomotion and b distance traveled during
5 min. The data are expressed as mean ± SEM (n = 8/group; one-




































































































Fig. 2 Modified forced swim test 1 h after acute treatment with
10 mg/kg celecoxib, 10 mg/kg piroxicam, and 20 mg/kg imipramine
in rats. a Swimming time. b Immobility time. c Climbing. The data
are expressed as mean ± SEM (n = 8/group). *p \ 0.05,
**p \ 0.01, compared with saline group (one-way ANOVA followed
by Newman–Keuls post hoc test)
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42, the stressed groups treated with celecoxib and piroxi-
cam exhibited no differences from the respective non-
stressed groups but differed significantly from the stressed
saline group (p \ 0.05).
Determination of monoamine levels after acute
treatment with celecoxib and piroxicam
The analysis of serotonin levels in the hippocampus
revealed that acute piroxicam treatment (p \ 0.05) signif-
icantly increased serotonin levels compared with the con-
trol group (F3,19 = 8.356, p = 0.0014; Fig. 4a). The
celecoxib (p \ 0.05) and piroxicam (p \ 0.05) groups
exhibited significant differences in 5-HIAA levels com-
pared with the saline group (F3,19 = 5.640, p = 0.0078;
Fig. 4b). Hippocampal norepinephrine content increased in
the piroxicam group (p \ 0.01) compared with the saline
group (F3,19 = 8.467, p = 0.0013; Fig. 4c).
Determination of oxidative stress parameters
after prolonged treatment with celecoxib and piroxicam
The stressed saline group had reduced hippocampal GSH
levels compared with the non-stressed saline group
(p \ 0.01). In contrast, the stressed celecoxib (p \ 0.05)
and stressed piroxicam (p \ 0.001) groups but not stressed
imipramine group exhibited an increase in GSH levels
compared with the stressed saline group (F7,86 = 6.134,
p \ 0.0001; Fig. 5).
Figure 6 shows that the stressed saline group had
increased SOD hippocampal activity compared with the
non-stressed saline group (p \ 0.05). Unexpectedly, the
non-stressed celecoxib (p \ 0.01) and non-stressed
imipramine (p \ 0.001) groups exhibited an increase in
hippocampal SOD activity compared with the non-stressed
saline group (F7,51 = 5.927, p \ 0.0001).
Figure 7 shows that after CSM protocol, only the
stressed saline group exhibited an increased in LOOH
levels compared with the non-stressed saline group
(p \ 0.05). However, the non-stressed imipramine group
had increased LOOH hippocampal levels compared with
the non-stressed saline group (F7,47 = 9.885, p \ 0.0001).
Discussion
In the present study, we observed an antidepressant effect
of the anti-inflammatory agents celecoxib and piroxicam.
Such acute effects were observed in the behavioral tests.
Piroxicam increased norepinephrine and serotonin levels in
the hippocampus. In the CMS model, prolonged treatment
with both anti-inflammatory drugs restored sucrose pref-
erence to control levels and restored the levels of oxidative
stress promoted by CMS.
The FST was developed as a screening test for drugs
with potential antidepressant activity (Porsolt et al. 1978).
In the present study, we used a modification of the FST and
assessed climbing, swimming, and immobility. The main
achievement of this model in Porsolt’s view is that it allows
correlations between behaviors analyzed and different
neurotransmitter systems (e.g., swimming and the seroto-
nergic system, climbing and the noradrenergic system;
Detke et al. 1995; Lucki 1997; Cryan and Lucki 2002). In
the present study, imipramine increased both swimming
and climbing behaviors, effects that are consistent with its








































































behavior induced by chronic
mild stress in the saline,
10 mg/kg celecoxib, 10 mg/kg
piroxicam, and 20 mg/kg
imipramine groups. The vertical
dotted line indicates the start of
acute and long-term treatment
with the drugs. *p \ 0.05,
**p \ 0.01, ***p \ 0.001,
compared with non-stressed
saline group; #p \ 0.05,
##p \ 0.01, compared with
stressed saline group (two-way
ANOVA followed by
Bonferroni post hoc test). The
data are expressed as
mean ± SEM (n = 9–15/
group)
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(Detke et al. 1995; Cryan and Lucki 2002; Consoni et al.
2006). Acute piroxicam and celecoxib treatment decreased
immobility time and increased swimming time without
significantly changing spontaneous locomotor activity,
which may be related to serotonergic activity. Unexpect-
edly, acute piroxicam treatment increased norepinephrine
levels but not climbing behavior. Additionally, acute pir-
oxicam treatment also increased serotonin levels in the
hippocampus, and celecoxib did not alter the levels of
hippocampal serotonin. In fact, monoamine deficiency is
important in the pathophysiology of depression (Huether
et al. 1997; Pandey et al. 1992), increased monoamine
metabolism may result in increased ROS generation in
depression (Fridovich 1983). However, it is not the only
hypothesis. Maes et al. (1990, 1991) suggested that
depression is an inflammatory disorder. Based on experi-
mental and clinical findings, they described the cytokine
hypothesis as a cause of depression (Maes 1993, 1995,
1999, 2002; Schiepers et al. 2005). Thus, we believe that
the antidepressant effect of celecoxib is related to its ability
to reduce IL-6 levels or inhibit PGE2 as described by other
authors (Abbasi et al. 2012; El-Ghazaly et al. 2010; Hinson
et al. 1996).
The sucrose preference test was used to evaluate anhe-
donia (i.e., a core symptom of depression; Papp et al. 1991;
Wang et al. 2009). Anhedonia has been widely operation-
alized as a decrease in the consumption of and preference
for palatable sweet solutions (e.g., sucrose solution), indi-
cating decreased responsiveness to rewarding stimuli as a
consequence of the sequential exposure to a variety of mild
stressors (Willner et al. 1987, 1992; Papp et al. 1991;
Moreau et al. 1995; Henningsen et al. 2009). In the present
study, prolonged treatment with the anti-inflammatory
drugs piroxicam and celecoxib reversed the reduction of
sucrose preference, which was similar to the imipramine
group. These anti-inflammatory drugs were able to reverse
the ‘‘anhedonic’’ state induced by CMS in rats. Considering
that this model has good face validity, construct validity,
and predictive validity (Larsen et al. 2010; Kumar et al.
2011), the present results suggest an important antide-
pressant effect of piroxicam and celecoxib.
Prolonged treatment with the anti-inflammatory drugs
restored oxidative stress parameters to levels that were
similar to controls. The cellular antioxidant defense
mechanism against ROS includes enzymatic and non-
enzymatic defenses. Reduced glutathione is an endogenous
non-enzymatic antioxidant molecule that is oxidized to
glutathione disulfide (GSSG) by ROS (Bellanti et al. 2013).
For this reason, the level of hippocampal GSH is reduced in
stressed rats. Chronic treatment with piroxicam and cele-
coxib normalized GSH levels in the hippocampus in
stressed rats, indicating that antioxidant mechanisms are
involved in the antidepressant-like effect of these drugs.
Superoxide dismutase is an important enzymatic antioxi-
dant defense that converges the superoxide anion radical
(O2
-) to hydrogen peroxide (H2O2) by catalyzing its dis-
mutation (Fridovich 1983). In the present study, SOD
activity was increased in the hippocampus in stressed rats
treated with saline. These results may be related to a
compensatory mechanism associated with increases in



































































































Fig. 4 Hippocampal serotonin and norepinephrine levels after acute
treatment with 10 mg/kg celecoxib, 10 mg/kg piroxicam, and 20 mg/kg
imipramine. a Serotonin levels. b 5-HIAA levels. c Norepinephrine
levels. The data are expressed as mean ± SEM (n = 5/group).
*p \ 0.05, **p \ 0.01, compared with saline group (one-way ANOVA
followed by Newman–Keuls post hoc test)
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increased LOOH levels. Interestingly, we found that SOD
activity increased in the hippocampus in non-stressed ani-
mals that were chronically treated with celecoxib or pir-
oxicam and stressed animals that were chronically treated
with piroxicam compared with the non-stressed saline
group. These findings indicate a possible increase in
enzymatic antioxidant defenses, consistent with the neu-



























prolonged (21 day) treatment
with 10 mg/kg celecoxib,
10 mg/kg piroxicam, and
20 mg/kg imipramine. The data
are expressed as mean ± SEM
(n = 9–12/group). *p \ 0.05,
compared with non-stressed
saline group; #p \ 0.05,
##p \ 0.01, compared with
stressed saline group (one-way
ANOVA followed by Newman–





























Fig. 6 Hippocampal SOD
protein levels after prolonged
(21-day) treatment with 10 mg/
kg celecoxib, 10 mg/kg
piroxicam, and 20 mg/kg
imipramine. The data are
expressed as mean ± SEM
(n = 6–7/group). *p \ 0.05,
**p \ 0.01, ***p \ 0.001,
compared with non-stressed































Fig. 7 Hippocampal LOOH
levels after prolonged (21-day)
treatment with 10 mg/kg
celecoxib, 10 mg/kg piroxicam,
and 20 mg/kg imipramine. The
data are expressed as
mean ± SEM (n = 5–7/group).
*p \ 0.05, **p \ 0.01,
compared with non-stressed
saline group (one-way ANOVA
followed by Newman–Keuls
post hoc test)
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with piroxicam and celecoxib, similar to imipramine,
counteracted the stress-induced increase in lipid peroxida-
tion in the hippocampus. However, prolonged imipramine
treatment increased lipid peroxidation in the hippocampus
in non-stressed rats, despite its beneficial effect in stressed
rats. Recently, Abdel-Salam et al. (2013) performed an
experimental encephalopathy study and also observed an
increase in the brain levels of lipid peroxidation in animals
chronically treated with imipramine. Therefore, the inhi-
bition of serotonin reuptake and subsequent increase of
serotonin concentrations in the synaptic cleft in non-stres-
sed animal may promote lipid peroxidation reactions.
However, this hypothesis needs further investigation.
Notably, an increase in the levels of lipoperoxides in the
hippocampus in rats treated with imipramine was not
detected by De Morais et al. (2013).
The role of inflammation in the pathophysiology of
depression has become increasingly recognized in the lit-
erature and described as the inflammatory or cytokine
hypothesis of depression (Li et al. 2011). Increased oxi-
dative damage induced by stress may increase the inci-
dence of neuronal and DNA damage (Abdel-Wahab and
Salama 2011). The combined dysregulation of lipid
metabolism and antioxidant defenses as an integral com-
ponent of stress and depression was recently reported
(Yager et al. 2010). Significant correlations were found
between the severity of depression and erythrocyte SOD
and malondialdehyde levels. Additionally, a significant
correlation was found between the length of the index
episode and duration of the illness. These findings suggest
that the increased severity of depression increases antiox-
idant enzyme levels. As the illness becomes chronic, vul-
nerability to ROS (Bilici et al. 2001) and antioxidant
mechanisms may contribute to the clinical effects of anti-
inflammatory drugs on depression (Khanzode et al. 2003).
Additionally, neuronal COX-2 expression has been corre-
lated with apoptosis and shown to be involved in the
neuronal response to stress (McCoy et al. 2006).
Altogether, our results indicate that the anti-inflamma-
tory drugs piroxicam and celecoxib have antidepressant
effects in both the FST and CMS model. The present
findings suggest that the antidepressant-like effects of
celecoxib and piroxicam might be attributable to enhanced
antioxidant defenses and attenuated oxidative stress in the
hippocampus. Further studies are needed to further eluci-
date the mechanisms of the antidepressant-like effects of
celecoxib and piroxicam.
Conclusions
In conclusion, the present data provide evidence that the
anti-inflammatory drugs piroxicam and celecoxib exert
antidepressant-like effects with acute and prolonged treat-
ment, suggesting antioxidant properties in which antioxi-
dant defenses are enhanced and oxidative stress is
attenuated.
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